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To ali whom it may concern: 
Be it known that, we, 

Anne-Marie Rodriguez, Christian Dani, and Gerard Ailhaud 
have invented certain new and useful improvements in 

STEM CELLS ORIGINATING FROM ADIPOSE TISSUE AND DIFFERENTIATED CELLS DERIVED 
FROM THESE STEM CELLS 

of which the following is a full, clear and exact description. 
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Cellules souches Issues de tlssu aaipeux et c ellules differenctees issues de ces cellules 

La presents invention concerne des cellules souches multipotentes humaines. RiiRceptihifts 
d'etre ieoteee d partir de tieeue adipeux humaino, alnsi que rutilisetion de ces cellules n 
Uierapit* el en uusmelulugie. Llnventlon concerne 6galement une methode permettant d isoier 
ces cellules snuchm a partir de tissu adipeux adulte humain, alnsl qu'une m6thode pour les 
difterencier en cellules d'origine endodermique ou ectodemiique uu mesudenuique. Enfin 
r invention concerne des methodes de criblage permettant d'identifier des agents KiisrapKhfes 
d'exercer un effet, soit sur la differenciation de6 cellules, eolt eur le fonctionncmcnt doc cellules 
differ eiiuiees. 

Le presence de cellules "souches" multipotentes adultes a 6t6 mise en evidence dans un grand 
nornbre de tissus> par exemple la moelle osseuse. le sang, le foie, le muscle, Ir systAma 
nerveux, Je tissu adipeux. Les cellules "eouchee" adultec, on theoric capable© 
U'auLuttHiuuvellemenl a rinflni, pussfcdent une grande plasticity cellulalre, c'est d dire I'aptltude 
a se differanciRr en d'autres tissus qua cfmix atiyquels on les croyait destinies. Les proprietes 
do cos cellules, aimlleirea 6 ceflea des cellules "souches" embryonneiree (CS) f ouvrent des 
perspectives tnerapeuttques considerables, d'autant plus que leur utilisation ne pose pas les 
probldmee de compatibility et d'6thique, rencontres avec lee cellulee ES. 

Malhcurcu cement, a I'houre actuelle, leur application medical o (tranc plantation) recto fortcmcnt 
llrnltGe, essentiellement pour deux raisons : 

• prernf&rement, II est tres difficile d'lsoler ces cellules. En effet, les cellules "souches" sont 
tres tares dans I'organisme et a ce jour on dispose de peu de connaissances sur celles-ci, 
notemment en termce mol6culoirc3 r cc qui rend lour purificotion impossible dircctcmcnt. II 
exlsre par exemple une mdthode d'enrfchlssement en cellules multipotentes (population 
appetee «SP » pour « Side Population ») baste sur la capacite a exclure un colorant vital 
(Ooodell MA et a/.(199G), J Exp Med, vol 00, 1797-1006; Zhou G et a/, (2001) Nature 
Medecine, vol 7. 1028-1034). D'autres methodes impliquent une selection positive ou 
negative, basse sur le presence ou Pobccncc do marqueure cellulairee. Par exempt , la 
demande ae Drevet Internationale WO 01/11011 decrlt la depletion de cellules de muelle 
osseuse en cellules CD45+ glycophorin A+. Riiivip. par la mise en culture est cellules CD45« / 
GlyA- en presence de facteurs de croissance. Une m6thode simitaire est decrite per Reyes 
et al (Blood. Novembre , vol. n* 9, 261 6-2625). 



- deuxiemement, ramplifioaliuti prealabte de ces cellules d I'etat inaflT6rencie in vitro present* 
un probleme majeur. 

Si de numbreux investlgateurs ont pu mettre en Evidence avec succes la presence de cellules 
humaines multipotentes dans un grand nornbre dc tissus, oucun d'entre eux n'a pu maintenir 
ces cellules, in vitro, a I'etat IndifTeituute, au-deld de 50 d 80 douDlements de population. Or. la 
capacity d'autorenouvellement est un indine rinublement important: d'une part, en raison du 
nombre tree limitc dc cellules aouches presentea naturellement dans les tissus adultes, une 
quantity Ue cellules souches sufflsante pour une utilisation therapeutique ne pent etre obtenue 
que si Ton pent les multiplier in vitro tout en conservant lour caracterietiquee d'originc. D'outr 
part, la capacite d'autorenouvellement e»l en relation fctrolte avec la definition meme de ta 
cellule SOuche veritable (qui est immortelle) et done pent etre indirectement correlee a une 
plastlcite celluleire etendue. II cct done trcs souheitable d'isoler des cellules rnultipotentes ayanl 
une capacite d'autorenouvellement conservee au oeia de 100 doublements de population. 

La demande de brevet Internationale WO 01/11011 (au nom de Furcht. Verfalltle et Reyes) 
decrit des cellules humaines multipntentes isnlees a partir de la moelle osseuse. Ces cellul s 
ont un caryotypc normal, un ph6notype HLA Classe I negatif, et peuvent etre maintenues n 
culture in vitro jusqu'a 40 doublements de population. Neanmoins. quelques rares cellules 
peuvent attetndre 70 doublements de population. Lee auteure indiquent quo coo cellules 
peuvent se drfferencier en cellules du lignage mesodeuukjue, pai exernple en osteoblasts, en 
chondroblastes, en adipocytes et en myocytes, et egalement en cellules du lignage 
cctodcrmiquc ct du lignage endodermique. Ces cellules etant cependant capables d'un nombre 
de divisions llrnlte, les auteurs suggerent. pour permettre la production de quantity impnrtante 
de cellules, d'y introduire un gene heterologue codant pour ia telomcrooc. Co g6nc hctcrologue 
doH etre excise avant toute utilisation en transplaiilaliuii. Celle technique dlmmortallsatlon 
reversible demeure neanmoins fortement contestee. En effet, il subsiste un risque de 
transformation malignc des cellules au coa ou Von introduit une activity t6lomerase exogene a 
un niveau d'expresslon non-pnysiologlque et non-controle par la cellule (Wong Jing et al., 
Nature, 405, juin 2000, 755-756). Des travaux eimilairee eont 6galement decrits por Reyes ct el 
(Blood, Novembre 2001, vol. 98, n ft 9, 2615-2625). 

Jiong ct el (Nature, Advance Online Publication 20 June 2002, doi:10.1098/nature00870) 
decrlvent la production de cellules muitlpotentes de souris et de rat qui peuvent etre maintenues 
en culture In vitro, au-dela de 100 doublements de population. Lee auteure font cgalcmont 
reference d une population mullipoierite liutiiaine qui auruil pu eire maintenue In vitro au-deld 
de 80 doublements de population. Ceci etant, aucnna infnrmation oomplementaire n'est donnee 
ou sujet dc ces cellules humaines. 
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Qn-Petersen et al (J. Cell Biol. 157, 5, 2002, 861 864) ropportent I'obtention de cellules 
multipotentes murines a uaitii de lissu musculalre. Ces cellules, appelees « MDSC » («t Muscle 
Derived Stem Cells »). ont un karyotype normal et presenter* une capacite 
5 d'autorenouvellemcnt tout cn conservent leur multipotentialKe pendant environ 30 doublements 

de population. Ellas peuvent se affrerencier en cellules appartenant A diffftrants linages. Ced 
slant, fa caractere multipotent dispar&Tt au-dela de AO doublements dc population, stede auquel 
Jes cellules deviennent senesuei »Us> et meurent. Ces iravaux suggerent fortement que ces 
cellules multipotentes ont un compnrtRmAnt immunologique privilegfe. En effet, 1'injection de ces 

10 cellules dans dee muscles de souris dystrophiques, immunologiquement differentes de uetles 

dunt sont issues les cellules MDSC, conduit a une regeneration important^ du muscle, et ce en 
fahsftncp. de substances immunosuppressives type cyclosporine. Dc facon surprenente, lea 
euteurs constatent que la transplantation ne piovuque pas d'lnflltratlon 0U tiSSu par des 
lymphocytes CD4~ et CD8' da la souri* greffee. Cette tolerance est expiiquee, du moine en 

IS parte, par le phenotype MHC Classc I n6gotivo des cellules MDOC. Ce travail montre doni; que 

les cellules MDSC ne sont pas reconnues par les lymphocytes I du receveur, qui est pnurtant 
incompatible immunologiquement, ei suggerent ainsi une utilisation adaptee dc cos cellules en 
aflo-trensplantation. Cette etude n'a pas ete etendue a des cellules humaines. 

20 Deux hypotheses peuvent ctrc proposees pour expliquer la capacite Iimil6e 

d'auturenuuvellement presentee par les oifferentes cellules multipotentes isoleeR jimqu'd ce 
jour r 

- d f une pan on peut supposAr que car diverses etudes n'ont pas ete menees sur des cellules 
25 "couches * v6rrtablcs meis plutdt sur des precurseurs intermediaires. Cette hypothese est 

d'autant plus fondee que les cellules "souches* peuvent etre faciiemenl contondues avec 
les precurseurs en terms de plasticite. De plus, la contamination dc la culture par les 
precurseurs est facilitee par I'abondance de ueux-ci. comparee aux cellules "souches", mais 
leur duree de vie est par centre limitee ; 
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d'autre part, on peut egalemem envisager que les cellules "souches" n'ont pu etre 
maintenues in vHro a I'etat indHTerencio car les conditions de cultures etaicnt inodaptdes. 



II est egaiement a noter que, a ce jour % un grand nombre ries mAthnrim misAs en ceuvre pour 
35 obtenir des cellules multipotentes, cmploie comme source cellulaire, la moelle osseuse. Or, le 

prgigveinent de cellules de moelle osseuse est une operation delicate, impiiquant oes nsques 
pour Ir patient, et represented une source de cellules souches peu abondante. II s'agH done 
d'une technique peu appropriee pour une production de cellules soudtes a yraitde echelte. 
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Piusieurs equipes d'investiQateurs ont done tente de mettra au point ites methodes permettant 
d'ieoler dee cellulee multipotentcs a partir d'autrcs tissus plus abondants, et etant depourvus de 
risques majeure pout les uaiienls. ce point de vue, le tfssu adlpeux constltue a priori une 
5 source prometteuse. Ceci etant, jusqu'a ce jour, bien que la presence de cellules muttipotentec 

eit ete mise en 6vidence dans (e tissu adipeux humain, les resullats sunt lelalivement 
decevants. En effet les populations celluieiires ainsi obtenues sont souvent heteroganes at nc* 
peuvent 4tre maintenuee en culture in vitro au-dela de deux ou trolo doub!cmcnt3 dc population. 
En outre, a ce jour, aucuu invesiiyaLeur n'a rapports la production, a panlr de tlssu adlpeux 
[0 humain, de cellules miiltipotentfta ayant un phfinntype HI A Classe I negatif. Cette 

ceracteristtque, non-requise pour une utilisation en autogreffe, devient absoiunienl 
indispensable si ces cellules sont destmees a une utilisation therapeutique plus etendue, en 
particuller en allo-transplantation. 

IS Par exemple, las demands da hravert WO 01/6?9fl1 (an nnm rin Artecet Sciences Inc) et EP 

1 077 254 (au nom de Zen Dio Inc) d6crivent I'obtention, a partir de tissu adipeux, de 
populations ae cellules stromales, & caraciere muliipotent. Ces populations sont heterogenes 
et contiennent entre autres des pericytes, des cellules endothelials et dee cellules de muscle 
llsse (voir Erlckson et ai., Blochem. and Blophys. Res. Com. 290, 763-769, (2002)). Leur 

2D capacite d'autorenoirvelieroent est extremement limitee. et une analyse de Pexpression des 

merqueurs de surface confirme qu'elles sont HLA Classe I posrtlf. Les caracteristiques de ces 
populations ceiiuiaires sont oonc aifficiiement compatibles avec une utilisation en therapie. 

La demande de brevet ajrterruain US 2002/0076400 (Kalz et at.) el la demande de brevet 
25 Internationale WO 00/53795 (au nom de rUniversity of Pittsburgh et des Regents of the 

University of Cetifonia) decrivent egelement I'obtention de populations ceiiuiaires multipotentes 

a partir de tissu adipeux humain. Ces populations ae cellules peuvent eire diffexenciees en 
adipocytes, en o6teoblastes, en chondrocytes et en myocytes. Solon les auteurs, elies peuvent 
eUe mairiLenues en uullure in vihu pendant au moins 15 transferts ceiiuiaires sans perdre leur 
30 caractere multipotent. Aucune donnee sur le doublement de population correspondent n'est 

donnee. Avant de soumettre las cellules a des transferts successrfs, une actrvite telomerese est 
detectee dans cette population, pounant heterogene. Cette actrvite n'a pas ete mesuree apres 
transferts cucceserfs. Aucune analyse de marqueurs de surface n'a ete effectuee. L'expression 
d'antigenes HLA Classe I n'a done pas ale detemilnee. 



La presente invention permet de remedier aux inconvenients des techniques precedemment 
decntes. j 



En effel, les piesents inv nteurs ont mis au point urie memode permettant d'isnler de facon 
reproductible, dea Mlhiftm "souches" muWpotentes & partir de tissu adipeux dc jcuncs enfents 
ct do led multiplier, A I'etat in difference, en grande quantity /n vftro pendant plus de 20U 
douuiemems de population, Leur utilisation tnerapeutique devient alors possible. L'invention a 
pour objet principal, le procede de production dc cellules souches a partir de tissu adipeux, 
ainsi que ('utilisation des cellule* souches obtenues. 



Dans Ic contexte de la presente invention, les terrnes suivants siynifienl : 



autorenouvellement : 



la capacite de se dtviser sons altcrcr lea caracteristiques 
initialed de la cellule. 



cellule eouche : 



cellule souche adulte : 



cellule muhipotente ayant une capacity d'autorenouvellemertl 
elevee, ayant une activity telomerafie, pf Slant capable de 
rentrer en quiescence. 

cellule Rniinhe autre qu'une cellule souche embryonnairo, 
provenont per exemple d'un nouveau ne, d'un enfant ou d'un 
adulte. 



multipotent ou multipotentiel ; capable do se diffeiencier en au rnolns deux types cellulaires. 



quiescent : 



la capacite d'une cellule de rester dans un etat de 
proliferation et de non-senescence. 



Plus particulienement, r Invention cunceme un proc$d6 d'obtentlon de cellules souches 
humaines nruiltipotentes A partir de tissu adulte, notamment & partir de tissu adipeux adulte. C 
procede comprend, comme premiere etape, la mise en culture de cellules piovenaril d'un 
pr6l6vement de tissu, de preference de tissu adipeux adulte. D'autres types de tissu qui 
peuvent $tro utilises inciuent tes muscles, la moelle oeceuee, le foic, Ic cyctcmc ncrvcux, Apres 
12 heures de culture, les cellules sonl sepaiees en deux suus-pupulations en fonction de leur 
vrtftssp ri'arthesion. une premfere population cellulaire dite « CA » adherent en moins de 12h, et 
une deuxieme population cellulaire dite « CG » adherant plus lentement et se trouvarit upies 12 
heures de culture, en suspension dans le milieu de culture. La population « CA » est ensuite 
enrichie juequ'd Tobtention d'une population de cellules capabloc dc rcntrcr dons un otet de 
quiescence. A partir de ce stade, une piolireiatiuri intensive des cellules souches de la 
population « CA » peut 6tre aJors indufte. 



6 



Selon une variant preferee de ('invention, le pruuede detention de cellules souches humaines 
multipotemes, compreno les etapes sutvanles : 

a) digestion en2ymotiquc d'un prelevement de tissu adipeux, 

b) louupwaiioii dune fraction cellulaire aepourvue d'aaipocyies. contenant tous Irs typR* 
5 celiulaires presents dans le preparation obtenue eelon (a), a I'cxccption dca adipocytes, 

c) culture in vitro pendant au moins 12 heures, de la traction udlulaire obtenue selon retape 
(b). 

d) selection de deux eoue populations cclluleires, dites population «c CA » et population 
n CS », la pupuialiun CA presentam une Vitesse d'adhesion infGneure a 12 heures. et la 

10 population « CR » pr&sentant une Vitesse d'adhesion superieure a 12 heures, 

e) enrichisaement de la population « CA » jusqu'a I'obteiiUun U'une population de cellules 
capabies de rentrer dans un etat ce quiescence. 

f) eventuellement, induction d'une proliferation accrue dec cellules couches de la population 
« CA », pai exempli pur addition d'un facteur de croissance. 

15 

La Pigure 19 pr6sente un schema d'une variante preferee du piuuede de Hnvention. 
Etepe (*) : digestion enzymatiquo d'un pr&l&vemont de tissu adipoux : 

U6U*pe de digestion enzymatlque est de preference effectuee par mlse en contact du 
2\) prelfiVRment rie tissu adipeux avec une preparation enzymatique telle que la collagenaee 

pendent une duree courte . e'est-fc-dire maximum 10 minutes, et plus preferablement de 5 a 10 
minutes, ou encore de b d a minutes. Ceci permet une dissociation complete du tissu tout en 
evrtant d'endommager certains typec cellulaircs, ct conduit done d une meilleure viabilite de 
tous les types celM-aire*. 

2b 

En ce qui concerne la nature du tissu edipeux, il provient de preference d'un individu sain, 
preferentiellement d'un jeune enfant sain, Sge de preference ri« moins 10 an$, par exemple 
d'un nouveau-ne ou d'un enfant fige dc 2 ou 3 mois a 8 ana. II peut a'egir d'enfants de sexe 
iiiasculiri uu Iwiwiin. 

141) 

L'flgc du donncur aemble etre un point important. Cn effet, un certain nombre de donnees 
obtenues d pardr de cellules "souches" hematopoieriques suggere rnrtamRnt quft les cellul s 
touches", non seulement diminuent cn nombre ovee 1'fige de Hndividu mats subissent 
ggalemenl un piucess-ub* Uu vieifiissement se traduJsant par une perte de fonctionnafite (Geiger 
35 H et Van Zant (2002), Nature, vo!3, n°4, 329-333). 
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SI t on extrapole ces aonnees. le tissu firiipp.uv de jeunes enfants, semble constituer une source 
de cellules "souchee* plus sbondantcc ct plus fonctionnelles que le tissu adlpeu* U'iiiUividus 
adultes. 



10 



Lc prcldvcmcnt de tissu adipeux peut provenlr de n'impoile quel site anatomlque, mals est 
preferentlellemeni un prelevement 0e tissu d'origine axtramedullalre, provenant plus 
particulierement de la region ombllicale ou de la region publcnnc ou de la region inguinale ou 
de la leyiun peiingule ou de la region aboominaie ou de la region sous-cutanee. Les rrtginns 
pubienne, pr6-puhiennR. inguinale et ombilicale sont plus particulierement preferees. 



Btape (b) : recuperation d'une fraction ceiiuiaire depourvue dferi/pocytes • 

Le tissu adipeux dyant subi une digestion enzymotiquc est ensuite fcraite pour retirer les 
adipocytes. On recup^re alors une fraction ceiiuiaire depourvue d'adlpocytes, contenant tous 
les types callnlairRS presents dans le tissu adipeux (par exempie preadipocytee, cellules 
15 couches, cellules cndothdliales, pericytes, mastocytes...), a Fexception des adipocytes. 

L'elimination des adipocytes paut etro effectuee par tout moyon oppropri6. La centrifugetion est 
particulierement efficace, puisque toules les cellules d'interSt se trouvent Oans le Cutot de 
centrifuofitinn tandis que les adipocytes flottent dans le sumageant. 

20 

II est Important de noter que cette etape de la procedure est attachine sans fiifration, permettant 
ainsi de conserver en culture toue lee types cclluloiroo, outros que les adipocytes. En effet, 
dans les techniques ulassiquemeul decrites de preparation cellulalre d partir de tlssus adipeux. 
on prpn£de generalement & des stapes de filtrat'ions successive* ou non, selon Ib6 euteure, t 
25 occi event ou apres la centrifugation, afin d'eliminer les dechets. Cette 6tape cependaril risque 

d entrarner la perte de certains types ceilulaires. 

Btape (v) : uuiluftt hi vilio : 

La fraction ceiiuiaire nhtnniie lore de Petape (b) est ensuite mise en culture pendant au moins 
30 12 hcurcs, et de preference pendant 12 d 00 heures, par exempie 12 A 72 heuies. 

Pour cette etape de la procedure, ronscmcnccmcnt des cellules est effectue & une densRe 
comprise enlre 1000 el 5000 cellules /cm* par exempie 1000 £ 3500 cellules /cm*, tn ettet les 
cellules multipotentes sont peu representees, en comparison aux autres types ceilulaires, t 
35 un cnscmcnccmcnt a haute denaite permet done de s 'assurer que chaque uuTle cunlient ce 

type de cellule. 
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Lc milieu de culture utilise pour cette etape du procede est nuiiualement un milieu de culture 
type DMEM, additionne de serum foetal dans ajout d'autres facteurs de croissance. Par 
example, un milieu particulidrcmcnt epproprie est le suivant ; DMEM+ 10 % de seium de veau 
fCBtal dScomplememe + antlbiotiques (100 U/ml de penicilline. 100 ufl / ml da strHptomynine) 

5 

Le rendement cellulaire a cette etape est variable selon les prelevements : de 1000 a bUUU 
cellules par mg de tissu. 

Etape (d) : selection ore deux sous-populations celluiair&s : 
H) L'6tape d 'enrich is semen t en cellules souches multipotentes debute par la separation, ou d6but 

de la mise en culture selun I'etape (c), de deux sous-populations cellulalres en fonction de leur 
Vitesse d'adhesion : 

- une population cellulaire ditc OA adherent cn moine de 12h 

- une population cellulaire dite cs adherent plus lemement (de 4o a 72h). 

15 La population CS se trouve apres 12 heures de culture, en suspension dane le milieu de 

culture, aluis que le population CA adhere aux boTtes. 

Lcs cellules •©ouches" se retrouvent uniquement dans le sous-population CA alors que la 
deuxieme sous-population comient des precurseurs multipotents qui meurent apres environ 60 
20 doublemente de population. Bien que la population CS no puisee done etre utilisee pour la 

production de cellules souches, eiie peut neanmoins etre utilisee pour d'aulres applications. En 
effet population CS presente les caracteristiques suivantes : 

I) elie est muitipotente, 
25 ii) ©lie a un phenotype HLA Class© I negatif , 

Hi) elle a un caryotype normal, 

iv) elle presente une capacite d'autorenouvellement conservee pendant environ 40 a 60 
doublementa de population 

v) sa Vitesse de proliferation n est pas affectee par le « Leukemia Inhibitory Factor » (LIF). 

30 

Cette population cellulaire se prate done a des utilisations Iherapeutiques et cusiiieliques 
comparable* a celles habltuellement connues pour des cellules multipotentes de I'art anterieur. 
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L etape de selection de la population adherant rapidement (population CA) est importante 
puiequ'elle permet, des Ja mice en culture, de moins diluer les cellules "souches" par rapport a 
le masse des diffeienlee cellules piecurseurs, en faisanl une premiere selection. 
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Etape (e) : Gnnchiaaement en cellules souches : 

Les populations CA et CS SOM ensurte mises en culture dans ries conditions identiques. Pour la 
population CA, cette misc on culture permet d'obtenir un enrtchissernent important en cellules 
souchers. Celle elape d'enrictiissement est basee sur le rait que les precurseurs ont une duree 
5 de vie limitee per rapport aux cellules souches (en theorie immortelles). Lore dec premiere 

doublementa de population, les prdcurseurs vont so multiplier beauuuup plus rapidement que 
les cellules souches, puis ceux-ci vont commencer a mourir, jusqu'au staria so £ 80 
doublements de population. A ce stade, la population cot fbrtement enrichie en cellules 
souches. 

10 

Lors de cette etepe, chaque transfer* cellufaire est effectu6 lorsque les cellules arrivent d 60% 
de confluence et J'ensemencement est enectue a haute density. c'est-A-riira a unR d^nslte 
comprise entre 1000 d 5000 cellules / cm 2 , de preference entre 1000 6 3600 ccllulcc / cm 2 , ct 
plus parliculttiemeul cube 2000 el 2500 cellules / cm e . 

15 

A cheque transfert celluleire, les cellules sont dilutes par 2 ou par 3 au maximum, pendant 
environ 50-80 doublements de population (stade auquel la population CA est fortement enrichie 
en cellules "souches 11 et ou la papulation CS meurt, ce qui correepond a la mort dee 
precurseurs). Celle elape est indispensable si on 6rnet I'hypothdse que la vrale cellule 
20 "souche*, qui est una cellule qtii«sc*»nte a I'etat normal, se dMse plus lentement qu un 

prccurscur. Unc dilution supcricure des cellules eu cours des etapes de trypsinisetion pourrait 
entrainer le risque de perdre ces cellules multipotentes dans certaines boites de culture. 

Apr6s environ 50 £ 80 doublements de population (pa? exemple 60 duublements de population), 
25 la population CS presente les caracteristiques d'une population senescent* (parte du potential 

proliferatif et perte de le multipotentialite) et meurt. Par contre la population CA, a ce meme 
stade. proiirere plus lentement compare aux premiers doublements de population (temps de 
doublement de population d'environ 72 heuree, compare d un tempo moyen de doublement 
d'envirun 36 lieures inilialemeril), et est capable de rentrer en quiescence. 

30 

Le population CA peut etre conaideree comme eyent etteint le quiescence loraqu'elle presente 
les caracteristiques suivantes : 

■ arret spontane de la proliferation a 70% de confluence environ ; 

la confluence p&ul Stre atteinle & ce stade en presence de bFGF ou autres facteurs de 
35 croissance. Une diminution du temps de doublement de population de 79 heures 

environ e 36 heurea environ peut etre obaervee ; 

■ I'effet du bFGF ou autres Tacteurs oe crolssance sur le temps de doublement est 
reversible 
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En outre, la mesure de I'activite X-gal endog^ne d£t rminee a pH 6 dans ta population CA est 
negative (inferieur 6 0.05 %), confinnant que celle population ©St a retat quiescent et non 
senescent. 

Le milieu de culture employe puur cette etape d'enrichlssement est lypiquement un milieu sans? 
facteurs de croissance rajoute. par exempt In milieu de culture DMEM+ 10% de serum de veau 
foetal decompl6mente + antibiotjques (100 U/ml de penicilline, 100 pp/ml Oe streptomycine). 

1 0 Stado (ff : induction de proliferation dco ccituloa souches a f'&at ind/ftemncie : 

Apres avoir anelnt la quiescence, la proliferation des cellules de la population CA est indurte par 
trypsinisation et dilution des cellules dans de nouvelle6 boTtee. De preference, lea cellules sont 
soumisea a un trartement a la trypsine a 60% de confluent** el dilutes de 2 d 10 fols. de 
preference de 5 a 10 tois. dans de nouvallas hnitpj; de culture identiques. 

15 

L'alout d'un factaur de croissance a ce stade, par exemple le facteur He croissance 
fibroblastique basique (bFGF), le PDGF , I'EGF, le NGF ou le SCF pcrmct le proliferation 
intensive des cellules "souGhes" de la population CA. L'ajoul de bFGF humaln d ce stade est 
particulierement prefers. 

20 

L'addition de facteurs de croissance tel que le bFGF, incorpore par exemple a line 
concentration d'environ 3 & 20 ng/m) de milieu, particulierement 5 a 10 ng/ml, pcrmct non 
seulement de r€duire de inoilie le temps de doublemeul de population (par exemple le temps 
de douhlement de population sans hFGF fist ri'finviron 72 heures, alors qu* avec (e bFGF II est 

25 d'environ 36 hcurcs, mais cite pcrmet egalement a la population d'atteindre la confluence. En 

effet sans facteurs de croissance, la proliferation d'une population quiescente de cellules 
souches de I'invention peut etre provoquee par trypeination et dilution, mais la proliferation 
s'arretera spontanement a 70 % de confluence enviiuit. Dans le mesure uu le confluence est un 
etat indispensable in vitro pour in/tier la differentiation de nombreux types oellulairRs, ^utilisation 

30 dc focteura de croissance tel que le bFCF doit etre prevue pour la production in vitro de cc typ 

de cellule dirrerenclee. 

Celle etape du ptuuede se disliuyue ulaitemenl des piuuedes de Pert anlerieur. En effel, selun 
le precede de 1'invention, les facteurs de croissance tel que le hFGF ne eont utilises qti'apres 
35 avoir obtenu une population capable de rentrer en quiescence. Par contraste, le bFGF est 

qeneraiement utilise des la mise en culture aes cellules fraichemeni isoiees fTsutsuml 5 et al., 
Biochemical and Biophsysical Research Communications 288,413-419 (2001)). Cette utilisation 
trfes precoce du bFGF a un effet pervers car il stimule, non seulement la proliferation des 
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cellules touches" veriiables mais eyalemeril de tous les precurseurs. Cecf a pour consequence 
d'accroltre davantarje l« rapport precurseurs/ cellules "touches", se iraduisant par (a perte par 
dilution de ce type cellulalre rare. Selon Invention, le point novateur est d'ulilisw le bFGF 
lorsque 18 masse des precurseurs a disparu et que la population, tortement enrichie en cellule* 
"soucrtes", devient quiescente. 

^induction de la proliferation des cellules souches permat rift pmriuire des quantitee 
importantcs dc ccs cellules multipotentea. Les cellules ainsl produites peuvent etre recuperees 
des milieux de culture en utilisant des methodes dassiques. 

En r6sum£ f le procfcdfc de rinvenUuu uumpurle plusieuis elements novateure permettant 
d'optimiser la production de cellules souches : 

- une digestion rapide par une preparation enzymatiquc telle que la collogcnosc (ctapc (o)) qui 
permet une dissociation complete du tlssu tout en evitant d'endommager certains types 
cellulaires, 

- Kabsefiiue d'eLapea de fllli aliens dans I'etape (b), puui eviler de peidie sui les fillies ceilairis 
types de cellules, 

• Pcnccmcnccmcnt des cellules a haute densite lore des e tapes de culture (d) ct (c). En effet, 
les cellules multipotentes sont peu representees, en comparison aux autres types 
cellulaires, 

• fisolement de 2 sous-populations « CA » et « CS » en function de leur vitesse d'adhesion, 

- Putilisarinn tardive ri'un facteur de croissance tel que le bFGF, apres que les cellules soient 
devenucs quicsccntcs (6topc f). 

En mettant en cauvre le proc4d£ de Pinvention. les presents inventeurs ont etabli plusieurs 
lign^es muitipotentes humalnes h partir de tissu adipeux de jeunes entente. La technique de 
I' invention a ete v^lidAft sur plusieurs pralavamBnts da tissue adipeux, par exemple celles 
indiqudes le Tableau I (voir Exempted ci-dcaaous). 

Les cellules de Pinvention prdsentent de nombreuses caracteristiques des cellules souches. par 
exemple . capacity d rentrer en quiescence ; sortie de la quiescence induite par le bFGF ou 
autres facteurs de croissance, se traduisant par une repnse intense de la proliferation (effet 
reversible de ces fecteure de croiaaancc, sdordtco in vivo dona rorganieme tors de dommage 
corporels) : maintien de la multlpotentlallte pendant un nombre 6leve de doublet nei its de 
population ; une activity talomerase significative ;un caryotype normal. 
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Plus particulierement, les cellules tic I'invention sunt des cellules soucnes adultes humaines et 
multipotemes. caractensee en ce qu'elles pre s«n tent • 

i) unc copocitd d'eutorenouveilement conserve© pendant au moins 80 doublements de 
population, et de preference pendant au morns 100 doublements de population. 

ii) une activite telomerase significative, 

iii) un phdnotype I 1LA Classe t negatif, 
IV) un caryotype normal, 

v) une capacity a rentrer en quiescence. 

I a napprritfi H'ai.iforenouvellement des cellules de invention est conserves pendant au moine 
80 doublements de population, de preference au moine 100 ou 130 duublenients de population, 
et plus particulierement pendant au moins 200 doublements de population. Ceri signtfie que les 
cellules de I'invention sont capable*? de cubir au moine 80 ou 130 ou 200 doublements de 
populaliun sans perdre leurs caracterlstlques d orlglne. En a'auires termes. la muitipotentiallte, 
f'acfivitR telnmerase, Ir phenorype HLA Classe I negatif, ie caryotype normal et la capacite a 
entrer en quiescence sont conserves pendant tous ces doublements de pupulaliun. 

L'activite telomerase dee cellulee de ('invention, mesurobfe cn mcttant cn oeuvre des 
techniques conventlonnelles, est particulierement Importance. En ettet, en conform ite avec la 
definition de la cellule "souehe" de Watt et Hogan (Science, vol 287, February 2000), l'activite 
telomerase signifie normalement que les cellules obtenues seraient capables 
d'autorenouveliement a Hntini. L'activite telomerase est uniquement presente dans les cellules 
embryonnairee et, che* I'aduHe, dane lee cellulee tumoraloe ot Ice cellules "couchcG". Ccttc 
activite confimie dune qu'il s'ugjt bien de cellules souches. 

Le niveau d'activite telomerase endogene des cellules de I'invention correspond de preference 
a au moins 20 %. par exemple 20 a 5U % de l'activite telomerase d'une lignee cellulaire d 
reference, plue particulierement 22 6 50 %. La lignee de reference eet typiquement une lignee 
transformee ayant une activite telomerase endogene, telle que la lignee humaine transformee 
HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 immortalise par TAg T). Cette activite peut £tre 
mesuree a n'importe quel stade. Die est de preference mesuree au-dele de 30 ou 40 
dounlements ae populations, par exemple au stade de la quiescence apres environ 60 
doublements dc populations. 

En ce qui conceme les caracteristiques immunologiques des cellulee de I'invention, elles sont 
differentes d'une cellule somatique classtque. Cn effet, ces cellules n'expriment pas de 
molecules du sysieme hla de classe I en surface (confirme par des analyses de cytometric de 
flux), ni de HLA Claese II en surface. Les molecules du systeme HLA de classe I presentent les 
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peptides antigeniques du soi et du non sol any lymphocytes T cytotoxiques CDS"", d'ou lour r6l 
critique dans les reactions d rejet de grebes, (.'absence de surface des molecules HLA d 
classe I laissa supposer <r I'universalfte » des cellules souches de invention on transplantation. 
Ce6 cellules pourrafent ctrc uti)is6cs cn allotransplantation sans eucun risque de rejet de la pari 
5 de I'hGte, Indfipenaamment de son genotype. 

Le phenotype I ILA Classe I et / ou Classe II n6galif peul elie analyst pur toute technique 
conventionnelle. II est de preference mesure au~del& de 30 ou 40 doublements de populations, 
par exemplc ou stodc dc lo quiescence vers 60 doublements de populations, ouaun stade 
10 lardif c*est-a-dire au-deld de la quiescence, par exempie & 100 ou 120 douniements dA 

population. En effet, pendant les premiers doublements de population, Texpreeston do surface 
des mol6cules I ILA de Classe I est faible mais significative, puis dispaiail a des blades tardifs 
(par exempie au-dela de la quiescence entra 50 et 80 doublements de populations), 
correspondent au stade de la disparition dec prccurscurs pr6coccs. 

15 

Dans le contexte de I'invention, Texpression « HLA negatrf » signifie que les cellules couches d 
Tinvention presentent un niveau d 'expression de surface de molecules HLA de Clause I nuu- 
detectaDie par cytometrie de Mux par simple marquage (utilisation d'un fluorochrome). 
Preferentiellement, les cellules « HLA negatrf » do Tinvention pr6scntcnt 6galcmcnt un niveau 
20 d'expresslon de surface de molecules HLA de Classe 11 non-detectable par cytometrie de flux 

par simple marquage. 

En outre, grace a un phenomene de comportement immunitaire privilegie. les cellules de 
Tinvention, a Tetet differencie, n'induisent vraisemblablement pas de reaction de rejet chez un 
25 note, Independamment de son genotype. 

Les cellules de Tinvention presentent un caryotype normal, oonfinmant qu'elles ne sont pas 
transforrnees. 

30 A Tetat normal, les cellules oe Tinvention sont qulescentes (Blau HM et al, Cell, 103, 629-841, 

June 20, (2001)) et se remettent a proliferer en presence de bFftF I a quiescence ml une 
caracterislique propre aux cellules touches. En effet, au-dela d'un certain nombre d 
doublements de populations, les cellules cnon-soucnes » arrivent d la senescence. L'etat de 
quiescence pout cn theorie, 6tre maintenu indefiniment. Pour les cellules de (Invention, I s 

35 inventeurs ont maintenu cet etat penaant des perlodes allant lusqu'a un an. La proliferation peut 

ensuite £tre induhe par trypsination et dilution, eventuellement accompagne de I'ajotit d'un 
facteur de croissance. A quiescence, les cellules de Tinvention s'Qrrfttcnt do prolrferor 
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sponlaiiemeiil, avanl dalleinUre la confluence, par exempie entre 50% et 90% de confluence, 
plus partinulifirftrnftnt entre RO % fit 70 % de confluence. 

tine caractenstique importante des cellules oe invention est leur multipotentialite* Elles snnt an 
5 effet capables de se differencier en au moine deux types ccJIulaircs. Plus perticulierement, elles 

sont capable* de se differencier en cellules d'oiiylne endudemilque (par exempie le fole) ou 
ectodermique (cellules nerveuses : astrocytes, oligodendrocytes «t neurones) ou encore 
mcsodcrmiquc. Commc cxcmploe de cellules du lignage meaodermrque, Ton peut crter les 
adipocytes, les osteoblasts, les myocytes, les cellules endothelials et les chondrocytes. 

10 

II a notamment demontre que les cellules de J'invenb'on, meme a des stades tardlfs, sont 
copobles de se differencier en adipocytes fonctionnels (demontre par lipolyse, activite OPDH, 
marqueurs adlpocyialres). en osteoblastes fonctionnels (demontre par presence de marqueurs 
osteoblastiques et calcification de la matrice extra cellulaire), en myocytes fonctionnels, et on 
15 cellules endotheiiales. Cette differencialion peul avuii lieu in viltu el in vivo. 

II a notamment 6t6 demontre que les cellules « CA » de Tinvention, ont, au niveau clonal, la 
capacity de se differencier en adipocytes, en osteoblastes, en myocytes, et en cellules 
endothelial©^ c'eet-a-diro chaque cellule CA de invention est capable de se differencier n 
20 ues quali ts lyptns cellulaiies. Conlrairemeiil au* cellules adipocyte^ ra, ushsuulasliques el 

myocytaires qui appartiennent au "Limb bud mesoderm", les cellules endothelials derivent du 
mesoderme visceral. Les cellules de Invention ne sont done pas limftees a une differenclation 
en cellules au lignage mesenchymateux, mals peuvent se differencier plus generalement en 
cellules du lignage mecoderrnique. 

25 

Les inventei.irs nnt invastigiiR la prRw?nr» de marqueurs sur les cellules souches de t'invention* 
lis ont constat* qu'elles expriment les facteurs de transcription Oct-4 et Rex-1, et I'antigene de 
surrace AbCG2 (transporteur ABC responsable du phenotype « SP » ; Zhou S et ah. Nature 
Medicine, 7, n° 9, Sept 2001, 1028-1034), Les facteurs de transcription Oct-4 et Rex-1 sont 
30 exptimes specifiquement dans les cellules souches eiiibiyunuaiitss de suuiis el humaines. Ocl- 

4 est indispensable au maintien de la pluripntentialitfi des cellules souches embryonnaires de 
souns. II a ete montre egalement que Oct-4 est exprime par les cellules souches embryonnaires 
humaines. 

35 j| a egalement ete observe que les uellules souches de I'invention ne reagissent pas au 

<r Leukemia Inhibitory Factor » (LIF), a des concentrations d 'environ 10ng/ml. Le Llh ne produit 
eucun chongement do morphologie ou de proliferation dee cellules. Conformement aux 
resujtats obtenus par d'autres investiqateurs avec des cellules souches humaines, nulariirnenl 
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dee cllulcs souchea embryonnaires, il peut done GLit; eonclu que les cellules de hnvention 
n'exprlment vraJsembiablement pas le tecepteur pour In LIF (« I IF-R »), et sont done LIF-R 
negatif. 

5 De preference, Ips rpllnles de finvention, eprds avoir attaint la quiescence, preaentent de fecon 

stable le ph6notypc suivont in vitro : 
HLA classe I neqatlve. 
HLA classe II negative, 
CD3 negative, 
10 CLN 3 positive, 

Oct 4 positive, 
Rex-1 positive. 
ARC62 positive. 

Ces oaracteristiques pheoolyuiqutfs s'ussocient d un caryotype normal, et a une activite 
15 tfclomerase significative. De preference les cellules sont egalement LIF-R negatives. Ce 

phdnotypc est conserve in vitro de facon stable, c'est-d-dtie en Pabsetiue ou en presence de 
et £ oes concentrations de serum de veau tcetal qui peuvent riepasser 10%. Le 
phenotype est egalement conserve a dee densites d'eneemenccmcnt 6lcv6ce, et eu-dela de 
140 doublements de populaliuns. 

20 

Lc temps do doubicmcnt des populations cellulaires de Tinvention varie en fonctioii de la 
proportion de cellules souches prGsentes. Par exemple. avant d'atteindre la quiescence. I 
temps de doublement est d*environ 36 a AO heuree, reftetant la presence dc precuraeura dans 
)a population CA. Au fur et £ mesure que la piopu/lion de cellules souches augmente, le temps 
25 de doublement aiigmpnte egalement, pour atteindre environ 70 a 80 heures a quiescence. En 

offot loo cellules couches so divisent beaucoup plus lentement que les precurseurs. Apnfcs 
quiescence, Tajout de facteurs de croissance tel que le bFGF permet de rAduire rip facon 
significative (e temps de doublement, par exemple juequ'a 36 hcurcs environ, pcrmettent une 
production intensive et raplde cfe cellules souriies. 

30 

Los cellules de ('invention peuvent etre moditlees genetiquement puis seiecttonnees pour 
introdulre ou falre exprtmer une caracterlstJque nouvelle. par exemple par ablation ou 
modification d*un endogene ou pour ('expression d'un tranegfene tel qu'un gene rapporteur ou un 
gene dont le produit d'expression present* des pi upi teles iherapeutiques, sous le contrOle d'un 
35 prnmntanr appropri&, par exemple Ubiquiste ou tissu-sp&cifique. 

L'cxprcssion d*un tronsgene ou d'un ADN ou d'un ARN peut &tre soil constitutive, soit inductible 
de manure reversible ou Irreversible. L'ADN ou TARN heterologue d'interet peut etre porte par 
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tout vecteur d'expression, par exemple vcctcur viral (y compris vect urs retroviraux), veuleurs 
\nenes. vecteurs piasmiaiques ou encore vecteur episomai. 

L'introduction des vecteurs dans les cellules peut se faire par transfection, par exemple pai 
utilisation d'agents chimiques tel que le phosphate dp. calcium, par lipotection ou encore par 
utilisotion d'ogcnt physique par exemple Pelectroporation, la micro-injection, etc.... Le maintien 
de ce vecteur dans la cellule peut-etre solt sous forme eplsomaie solt sous rorme integree dans 
le genome, au hasard ou de maniere ciblee. 

Ue telles cellules genetiquement modihees peuvent etre utilisees en therapie genique pour 
pcrmcttrc d'apportcr un produit d'expressfon d'un gene hctcrologue 6 un indrvtdu. Grace eu 
caractere multlpotent et HLA Classe I negattf, les cellules souches de ^Invention sont 
partieulierement appropriees pour oe type d'application. 

LorsQue les cellules de rmvenuon sont transduites ou transferees par un gene rapporteur, elles 
pcuvent ctrc utilisdcs pour cffcctucr dc nombrcuscs 6tudcs. Par exemple, to plG3ticite dee 
cellules souches multlpotentes du tlssu adlpeux peut etre Investlguee d Palde de cellules 
souches, transferees avec le gene lacZ codant pour la p-Galactosidase (bleues apres 
coloration Xgal). Ces cellules marquees peuvenl eire utilisees pour Ues experiences in vilru el 
in v/vo. 

Par exemple, in vitro, la piasticite ae ces cellules peut etre etudiee par des experiences de co- 
culture. Notamment, Ton peut analyser la capacite de ces cellules (d'origine rnesoderrnique) a 
se difrerencier en cellules d'ui iujiie efidodermique (par exemple le foie) et en cellules d'origine 
ectodermique (cellules nerveuses: astrocytes, oligodendrocytes et neumnm) 

in i/iVn, ces cellules marquees peuvent etre egaiement transpiantees Chez la souris athymique 
(nude), oyant un eyeteme immunitaire deficient et no pouvant done pas rejeter ces cellules. L s 
cellules transpiantees ne duiuienl pas de tumeur. Le pouvoir de regeneration de ces cellules 
n'est visible que si on effectue, au prealable. des lesions arifiquates che7 la souris £ 
transplanter. 

Les ccflufcs souches de ['Invention n'expriment pas de molecules HLA de classe I en surface, 
contralrement a la pluparl des cellules somatiques. L'absence de ces proteines dont la fonction, 
immunitaire est cruciate, laisse supposwsr que ces cellules souches peuvent etre transpiantees 
universellement sans reaction de rejet. 
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En elTel, lea inveitieuis uni uemuntres que les cellules tie I'lnventton peuvent etre 
transplanted dans des souhr immunocompetents, sans reaction d rejet 6 mols apres 
transplantation. 

Les cellules CA de ('invention sont done caracterisees en ce qu'elle prcscntc in v/vo un 
comportement immunopriviligte, c'est*d-dire, elle ne dunrie pas lieu d une reaction de relet 
lorsqu'elles sont transplantees dans un mammifera immunocompetent (teJ qu'une souris), et ce 
apres plus de 10 joura apres la transplantation, de preference apres 60 jours, et plus 
preferentienemem apres 0 mols. La transplantation peut etre aiiogenique ou xenogenique. 
10 L'absence de reaction de rejet peut etre evaluee a Taide de techniques permettant de mettre n 

evidence ('absence d'infiltration rymphocytaire, par exemple avec dts« anliuuips c»ili-CD3. uu 
avec una coloration a rhematoxyline. 

De fagon surprenante, II a eqalement ete cemontre que. fn v/vo les cellules de Tinvention ont 
15 une capacite a migrer a Tetat non drfferencte. En effet. 50 jours apres transplantation de cellules 

CA de Tinvention dans le tibialis anterior d'une souiis ifriinuriocompeterile, la presence de ces 
cellules a ete constatee dans des tissus leses adjacents au site d'injection. Ce comportement 
cuggcrc quo Ice cellules do rinvention pouvont done contribucr, par rccrutcrncnt, o la 
restauration crun ph£notype normal a des sites anatomiques autres que ceiul du site d'lniectlon. 

20 

L'invention conceme egalement des populations enrichies en cellules muftipotentes, 
oaractArifiAa an ce qu'elles component des cellules souches de l'invention. et en ce qu'elles 
sont d6pourvucs d'odipocytcs, do fibroblastoc, do pro adipocytes, do cellules cndothclialcs, do 
pericytes, de mastocytes et de cellules de muscle lisse. 

25 

Les populations de Tinvention sont de preference entierement homogenes, c*est-A-dlre elles ne 
comprennent qtm Hr.s mllules aounhaa. Plus particulierement, les populations sont donates. 

L'invention conceme egalement la production de cellules dirfeteiiciees a put lit des cellules 
30 souches de Tinvention. 

Par exemple. Tinventinn concern* la pronuction de cellules drfferenciees du lignage 
mesodermique, caracterisee en ce que I'on eultive des cellules souches do Tinvention a partir 
de la confluence, en presence d'un milieu de dlfffcrenclatlon appruprie. 



Coinme milieu permettant la drfferenciation en adipocytes, Ton peut citer le milieu suivont : 
- milieu DMEM/ Ham s (vol/vol. 1:1). supplement d antlDiouques par exemple lOOU/ml 
de penicilline, 100 fig / ml de streptomycine, 
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Sug/mi insunne nurname (Sigma). 
10|*g/ml do troncfcrrinc humerne (Gigme), 

ACtivateur PPARy. par exemple 1|tM de RRI 49B53, ou 2pm d© Ciglitezone (Biomol), 

100 £» 250 mM isobutyj-methylxanthin© (IBMX) 

1 pM de riexamfithasnne 

0.2 nM de Triiodothyronine (T3 Sigma), 

Quarante hult a solxante douze heures apras. ce milieu est remplacft par le meme milieu 
mais n© contenant plue d'lBMX ct do dcxomcthaaone. 

Cnmmft milieu permettant Is differenciation en osteoblast*©, I'on peut citer le milieu sufvant : 
- DM EM, supplements d'antibioliques pai exemple 100 U/ml de penlcllllne, 100 |ig / ml de 
streptomycine. 

10% de eerum de veeu decomplemente, 
0.1 de dexamethasone (SIGMA), 
10mM ^-glycerophosphate (GIGMA) 
5Q)L0/ml d'aciria ascnrhiqtip. (SIGMA). 

Lc milieu est remplece toua lea 2-3 jours et ce pendant une periode comprise entre 15 el 
20 jours. 

Curmne inilieu pemiettant la drfferenclatton en myocytes, Ton peut citer (es milieux survants : 
Le mileru commercialise sous le nom de PromoCell, ou 

milieu DMEM 

2% de eerum de veau decomplcmcntd 

antibiotiques (par exemple 100 U/ml de peniciliine. 100 ug / ml de streptomycine) 
Lc milieu est rem place touc Ice 2 3 jours ct oc pendent 4 6 6 seme in ca. 

Cnmmfi milieu pprmeitant l» differenciation en cellules endothelials. Ton peul citer le milieu 
suivant : 

Milieu DMEM supplement^ d'antibiotiques. 
10 ng/ml VEGF r£} humoin (SIGMA). 

Pour lee differenciatione en adipocytes, en oeteoblaetee et en myocytes, lee cellulee eouchee 
sunt numiafoiuent ensemencees a une densite d'environ 10 000 d 25 000 cellules / cm*. 

Avent I'etape de drfferencletion, lee cellules eont normalcrncnt cnscmcnccce g unc dcnoH6 dc 
2b UUU cellules / cm a dans un milieu de proliferation (DMEM supplements en 10% FCS et 2.5 
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riy/ml FGF-2), Deux jours aprds, le milieu de culture est change en absence de pendant 
4a hfciims Puis l«s cellules sont ensuite maintenues dans un milieu de differentiation pendant 
10 jours. 

Les cellules souches de I'invention sont particulidrcmcnt opted o une utilisation en therapie et 
en uusr neloluyle. 

Les utilisations therapeutiques des cellules souches de I'invention comprennent, entre autres, 
des utilisations en transplantation et en therapie gfcnique. 

Pat exemple, puw uutj utilisation en transplant lion, les cellules de I'invention sont multiplies £ 
I'etat inditterencie in vitro, sulvi de ('introduction des cellules chez un inriiviriu. I as cellules 
peuvent etre soit injectees dans la circulation, sort implontccs dans un site enatomiques. Lea 
cellules se differenclent alors in vivo en ronction du site anatomique lese. Par exemple. la 
transplantation intramusculaire de cellules souches da ('invention chez un individu prosontant 
des lesions musculaires, dormers lieu d une differenciation et regeneration du muscle. De 
meme, l« regeneration ria tissu ariipaux pent erre envisage* par riiffarenciatinn in viyo ffes 
cellules cn adipocytes. 

La transplantation des cellules de I'invention peut done etre utilisee pour la regeneration de 
Ussu in vivo, par example un tissu osseux, un tissu adipeux, ou un tissu musculaire. 

Le cas echeant, (a transplantation peut etre eccompagnee de ^implantation d'une matriee 
susceptible d'ameilorer la regeneration du tfssu, par exemple en foumlssant un support 
physique pour la proliferation des cellules ou en foumtssant des substances telles que des 
fccteurs de croissance etc. La matriee peut etre bio-degradable. 

Selon J'inveniion, le transplantation peut etre eutologue ou oNog6nlquc. Los cellules de 
I'invention sont particulieremeni adaptees aux allo-iransplantatlons en ralson de leur caractere 
HLA Classe I negatif. Les cellules peuvent done etre utilisees chez tout individu 
indeueudammenl de son genotype, sans risque de rejet. 

Selon une autre veriente, lea cellules souches de invention peuvent etre utilieeee & I'etat 
differencie, par exemple en adipocytes, en chondrocytes, en osteoblast©*, en myocytes etc. 
Selon cette variants de invention les cellules souches sont soumises a une differenciatron in 
vitro, buivie par Pin If eduction des cellules differenciees chez un individu. 



20 



Pour les applications therapeutlques de Hnvention les cellules souchns pejivent ©tre 
g6n^tinuftmftnt modifiers ou non. Lorsquo Ids cellules eont genctiqucmcnt modifiees, elles 
peuveni etre utilises en therepie g6nique puur apporter un proault dexpresston Chez un 
patient, par exemple une proline necrologue. Les cellule modifies peuvent etre cultivees in 
vitro a t'etat indifferencie puis introduces chez Ic recipient. Altemativement, les cellules peuveni 
6tre multiplies in vitro a 1'elal dilTei ende et ensulte Introdultes che2 le recipient, 
L'invention conceme egalement la miss en oeuvre de methodes chirurgtcales et therapeutiqucs 
cmployent Ie9 cellules douches de l'invention. Elle coiiceme egalement les compositions 
pharmaceutiques comprenant les cellules souches de rinv^nMnn en association avec un 
excipient physiologiquement acceptable, 

Les cellules souches de l'invention peuvent Egalement etre utilisees pour la production in vitro, 
de prolines, recombinontcs ou non, perticulierement des prolines therapeutiques. Eti effel, 
les cellules de l'invention peuveni etre cultivees in vitro pendant au mains 100, per exemple au 
rnoins 200 doublements de population, et constituent done unc source quaslment inepuisable 
de produite d'expiessiun. Les proteines en question peuveni etre des products d'expression de 
genes endogenes aux cellules souches. ou alternativement, peuvent etre des produits 
d'expression do genes hctcrologuea. 

Les cellules de l'invention peuvent egalement etre utilieeee dans dee eyctemoo do criblogc pour 
identifier des agents actifs, par exemple des piuduits de uenes, des extralts sertques, des 
milieux cnnriiHnnnes, rim produits d'origine animale ou vegetate, des banques d'agents 
phermeoologiquea etc. 

Par exempie, l'invention compr&nxi un precede de criblage permettant d'idontifior des agents 
susceptibles de modular la differentiation de cellules en cellules du lignage mesodermlque, 

caracterise par : 

a) la mise en culture de cellules souches aelon l'invention dans des conditions permettant 
leur differentiation en cellules du lignage mesodermique. (par exemple en adipocytes, en 
osteoblast©* ou en myocytes) en presence d'un agent candidat, 

b) comparaison de la differ eiicialiun des cvllules en presence de I'ayent candidat avec la 
differenciation en I'absence de I'agent candidat. 

L'apent sous test peut etre un apent susceptible d'augmenter la differenciation, ou un agent 
susceptible d'empecher ou ralentir ou diminuer la differenciation (substance anti- 
differenciatrice). ou encore une substance susceptible de modifier la voie do diffeieiicialiun. 
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^invention compreno egalement un procEdE de cribtege permettant d'identifi r des agents 
susceptibles de presenter une activitc lipolytiquo, caracterise par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon rmvention dans des condition* pRrmRttant 
leur differentiation rr adipocytes, 

5 b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidal, Evaluation de 

ractivlte llpofytique de l*agent candidal 

L'invtfnliun uumprend Egalement un proc&ae de criblage permettant d'identffier des agents 
susceptibles de prEsenfRr unR antivitE antMipolytique, caractedse par : 
10 a) la mice cn culture de cellules souches selon l'invention dans des conditions pemiellunl 

leur affterenciation en adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenue, avec un agent candidat, cn presence d'un 
agent lipolytique, 

c) Evaluation d« I'antivrtR anti-lipolytique de 1'agent candidat. 

15 

L'invention comprend Egalement un procEde de cribJage permettant d'idanHfiar riRs agents 
susceptibles de presenter une activfte insulino-eeneibllieante, caractericc par : 
e) la mise en culture de cellules souches selon l'invention duns des conditions permettant 
jRiir drfffimnniation f?n adipocytes. 
20 b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, 

c) Evaluation de ractivite insulino-sensibilisante oe ragent canriidat, onmpam a Hrs 
adipocytes non-traitEe. 

L'invention porte Egalement sur ('utilisation des cellules souches en cosmetologie. 

25 

Dans la mesure ou les cellules souches de (Invention peuvent se differencier en adipocytes, 
elles peuvent Eire utilieEee en chirurgie eethEtique ou reparatrice, par exomplo pour rcduirc 
respect nUE de la peeu, puur aUEriuer les cicalrices ou marques cutanEes diverses, pour 
effectuer un remplissage tissulaire. L'invention concerne done la mise en oruvta da ces 
30 methodes chirurgicales employant les cellules de l'invention. 

Los cellules peuvent aussi Etre incluses dans des compositions cosmetiques comprenont des 
exclplents, vEblcuJes, solvants, colorants, parrums, antibioliques ou aulres proUuits el additifs 
habrtuellement utilises dans Irs pmritiits onsmRtiqiiRs. I 'inclusion des cellules dans des crAmes, 
35 pommades, onguents, gels, fluides divers etc, permet leur application directement sur la peau 

ou avtres tissus ou phaneres, L'invention porte done Egalement sur les comoositions 
cosmetiques contenant les cellules souches de l'invention & I'etat non-diffErencie, ou contenant 
des cellules difTErenciEes derivees des cellules suuuties. 
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Leoendes dos Figures 

Differents aspects d© finvention sont Hlustres dans les figures . 

Fipuro 1 : Activitc p-galactosidase endogene dee cellules CA et CS detect** 4 pH G. 
line coloration Xgal, rSvAlant ractivrte fl-galactosidase endogene (traduisant la senescence des 
10 cellules), effectuee au atede de 60 doublements de population, correspondent au trensfert 

cellulaire 20 (« T20 »). revile que la population CS est senescente (Taux de senescence* 0.415 
i 0.025%), alore que la population CA cct simplcmcnt qulcsccntc (Taux de senescence 0.045 
± 0.01 %). 

Figure 2 : Effet du bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) & la concentration de 5 ng/m! de 
milieu) sur les populations CA et CS, a des stados tardifs, c'ost a dire a pros 50 
doublements de population. 

La Figure 2 montre la proliferation des CA + bFGF at CS + hFGF (Abscissa • jnurs apres 
etalement a 12 000 cellules / boTte de 35 mm de diametre ; Ordonnee : nombre de cellules (x 
iouo) / bone). Seuies les cellules de la population CA repondent de maniere emcace au bKSF. 
Aprea 50 doublements de population, le bFGF n*a pas d'effet significatif sur la population CS. 
Ces observations conflrment I'etat de quiescence de la population CA et 1'Gtat de senescence 
de la population CS. 

Hpura 3 : Morphologie des cellules CA a des stades tardjfs (apres 50 doublements de 
population) en I'absence de bFGF et en presence de bFGF. 

a W/O FGF » * en raosence de bFGF 
u +FGF » = en presence de bFGF (5 ng/ml) 
« FC8 » » serum de veau foetal (^foetal Celf Serum ») 
Le bFGF entrsTne un changement de la morphoiogie des cellules. Uutescentes. ceiies-ci sont 
opplatics ct elargies. En presence de bFGF, et done en phase proliferative, ©lies prennent una 
forme fibrublasLique. 
L'effet du bFGF est reversible. 

35 i- mure 4 : Caryotype des cellules de la Pflmo 2 CA 

Le caryotype des cellules de la primo 2 a ete realise sur les 2 sous populations CA et CS, en 
presence uu nun de bFGF et a differents passages. Pour les cellules de la Primo 2CA les 
caiyoiypds ont ete realises aiix staries suivants : T21 = 80 doublements de population ; 1 23 = 
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00 doublements de population ; T34 = 100 doublements de p pulation. Dans lous les ess, les 
caryotypes sont normaux. La higure 4 montre un exemple de caryotyne das rallul*s ri* la primo 
2CA. 

Finnre : Differentiation in vitro des cellules de la primo 2 CA et do la Primo 2 CS on 
odlpocytoa O dea passages precoces : 

CST1 : population CS au passage 1 (correspondant a 3 doublements de population) ; 

CST7 : population CS au passage 7 (correspondant a 21 doublementa de population) ; 

CATS : population CA au passage 5 (conespuncJanl a 15 doublements de population). 

Coloration Oil Red O. 

Figure 6 : Expression transcrlptlonnelle de marqueura adipogeniques au cours de la 
differentiation de cellules Primo 2. Analyse en Northern Blot. 

JO, J7, J12 «= 0, 7 et 12 jours, respectivement, apres induction de la Uirfeiaf idalluit. 

UA 114: population Primo 2 CA au passage 14 (correspondant a 42 rinuhlftrnente rift 

population). 

CS T16 : population Primo 2 CS au passage 16 (correspondant a AS doublements de 
population) ; 

Figure 7 : Differenciation in vitro en osteoblastss de cellules CA et CS a dee passages 
precoces. 

CST1 : population CS au passage 1 (correspondant a 3 doublements de population) ; 
CST7 : population CS au passage 7 (correspondant a 21 doublements de population) ; 
CATC : population CA au passage 5 (correspondant a 15 doublements de population). 
Coloration Alizarin Red. 

Figure 8 : Capacity de dlfTerenciation de cellules CA a des passages tardtfs. 

A : Differenciation adipocytaire de cellules de la Primo 2CA. (.'induction de differenciation 
adipocytaire est effeotuee lorsque les cellules sont au stade TOO (environ 130 
dnNblemente rie population). Coloration Oil Red O. 

8 : Differenciation ostcoblastique de cellules de la Primo 2CA. L'induction de 
Otfferenclatlon osteoblastlque est effectuee lorsque las uattules sunt au slade T30 
(onviron 130 doublements de population. Coloration Alizarin Red. 

Figjjrfi P : Fonctionnaiite des adipocytes et des osteoblastes : Expression 
tranacriptionnelle de marqucuns specifiqucs soit de la differenciation adipocytaire, sort 
de la oirrerenciatlon osteoblastlque. 
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LeApt ess ion UdiiswipUonntHle des marqueurs npPARy-2. naP2 et fiOC est determines oar Kl - 
PCR I es cellules utiflsees sont 1) des adipocytes (cdte gauche de la Figure), iseuee de 
Primo2CA, reduction adipocytalre ayanl eu lieu au slaUe T32 (environ 140 doublements de 
population), et H) des osteoblastes (cote drolte de la Figure), issues de PrimctfOA, I 'induction 
oBtooblastiqu© ayant eu lieu eu etede T32 (environ 140 doublements do population). 

hPPARy-2 : recepteur y humaln active par Jes prollferateurs de peroxisome ("human 
peroxisome proliferates activated receptor /) : nwqueur edipocyteire. 

naP2 : proteine de liaison des aciaes gras numain ("human tatty acid binding 
protein") : marqueur adipocytaire, 

hOC : osteocalcine humaine (marqueur ostfcoblastique) 

Figure 10 : Fonctlonnalite dee adipocytes : Capactt6 de llpolyse dee cellules de la Primo 
2CA. 

Des lipofyses ont ete realisees sur des adipocytes obtenus a partir de cellules Primo2CA T32 
(environ 140 doublements de population), avec des egonistes sp£cifique$ de differ euls 
recepteurs P-adrenergiques. La Figure 10 montre lee vitesses de lipolyse obtenues, et 
confirment Pabsence de recepteurs (53 adrenergiques. 

Figure 11 : Fonctionnelite des osteoblastes : Detection de calcium associe a la metric 

extracetlulaire. 

La matrice extraceflulaire presents dans lee boTtes de culture apree lyce du tapis cctiulairo, cat 
sechfce puis Incubee avec la solution du "SIGMA calcium detection Kit". La quantity de calcium 
secrete par Ifts nstRohlastRK est quanfifi&e par iRctiirp. d« cette solution an spp.ntmphotnmRtrp. 
(DO 575). La fbncttonnalite des osteoblastes se confirms. 

La quantite de calcium secretee par les osteoblastes vane en fonction du lot de serum 
(211707. 210407, 210811, 210812, 3903, ciaeeique). Ceux-ci peuvent contenir des cytokines, 
hormones ou facteurs de crolssance non caractertsds et presents dans des proportions 
variables. 

Les adipocytes ne secretent pes de quantite significative de calcium. 

Figure 12 : Morphologle des cellules de la Primo2CA en fonction du nombre de 
doublements de population 

A : 40 doublements de population 

B : 100 doublements de population : quicsccntcs 

U : 1£>U doublements de population : quiescentes 

D ; 1 50 doublements de population + bFGF : en phase proliferative. 
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L bFGP entraTn un chang ment da la murphologle des cellules. Quiescentes, celles-ci sont 
apDiatles et elargies. hn presence de bFGF, et rinnc en phase proliferative, ©lias prennent unc 
forme fibroblastique (voir aussi Figure 3). 

Houre 13 : Capacity de dlfferenciation adlpocytairo dee Prlmo 1CA, Primo 3CA el Primo 

6CA: Adipocytes epres 8 jour* de differentiation, 

A : Prlmo 1 : amrerenciatton indurte a bU doublements de population 
B ; Primo 3 : dlfferenciation induitc a 40 doublements de population 
C : Primo 6 . dirfeienciation indulte a 40 doublements de population 

Piouro 14 : Capecfte de d iff enunciation adipocytaire dee Primo 1CA, Primo 3GA et Prlmo 
6CA : Coloration OH red O 

A : Primo 1 : differencietion Induite a 40 doublemente de population 
a : Prime 3 . tli/Tef enoiaUon Indulte d 25 doublements de population 
C : Primo 6 : differentiation indurte a. 25 doublements de population 



Figure 15 : Marquage cellulaire et analyse en cytometric de Flux. 

Mise en evidence du caractere HLA Class© I negatrf dee cellules couches Primo 2CA. 
Simpte Matquvyv: FITC 

1 . HFI A • Cellules humaines tumorales. HLA Clesse I positif, 

2. 6VF : Tissu adipeux adulte, pas de doublements de populations. HLA Ctasse I 

positit 

3. Primo 2CA : 120 doublements de populations 

4. Primo 2CS : 40 doublements de populations 
Courhe noire : Igfi de so* iris ■ contrdle anticorps negatif 
Courbe griae : W6/32 Anticorps anti-HLA Classe I 

Fjgure 16 : Obtention de clones muittpotente a partir de cellules CA. 

Les clones CA1 et CA3 onl el© mis dans le milieu de culture permettant la dlfferenciation en 
adipocytes et en osteoblasts I es adipocytes sont reveles par le colorant a I'huile rouge et les 
oateoblestes par le rouge Alizarin. 

Figure 17 : Expression d'un tranegone dsns les colluloe eouchos CA. 

Les cellules souches CA soul bensduiles pat un leUuviius exprimaril un gene de resistance a 
un antibiotique. la puromycine et le gene rapporteur LacZ. Elles sont ensuite selectionnees en 
presence de puromycine. Les cellules selectionnees expriment toutes le g6ne LacZ revele in 
situ par ractivrte p-gaiactosidase. 
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Figure jfl : Express! nd Oct-4, d Rex-i et d'ABCG2 dans les cellules souches CA : 

Photos rifi gauche : Expression de TARN Oct-4 et ABCG2 dans ies cellules CA et fe clone CA1 

I «s ARN snnt extraits a partir des cellules CA et CA1 et l'expression de OeM et ABCG2 eet ; 
amp)ifi6c por RT-PCR 
5 - puis detectee par hybridation. 

Photos de droite : Expression du facteur de transcription Rex-1 par dee cellules prime 2CA 
aprfcs 00 et 160 doublements de population. Le facteur de tiaiiscnpUon Rex-1 est Impliqu6 
dans ie maintien a l'6tat nnn difference de cellules souches embryonnaires. Les chiffres « 1 », 
« 2 » ct « 3 » significnt « -RT (contrdle negatif) *, « cellules CA », et « cellules CA1 *, 
10 respecUvemem. 

Les conditions de PCR sont : 

- pour Oct-4 : 94°C, Imn; G7°C, 1mn; 72°C. 1mn pendant 45 uyuftss. 
Amorces : b -ti acaacaa i G aaaatcttcagg aga-3' et 

& TTCTGGCGCCGGTTACACAACCA-3\ 
15 amorce Interne 9'-CACTCGGTTCTCGATACTGG-3' pour un fragment ae 220-pb. 

- pour ABCG2 : 94°C, 1mn; G0°C, 1mn; 72°C, 1mn pendant 31 cycles, 
Amorces : 5-GGCCI CAGGAAGACTTATGT-3' et 

& AAGGAGGTGGTGTAGCTGAT-3 1 

20 

- pour Rex-1 : 94°C, 1min, 60°C 1 min, 72°C 1min, Nombre de cycles 31 ; 72° 5min, 1 
cycle 

Amorce : 5'-CTCTCCAGTATGAACCAGG-3' et 
5 , -CAAACCATCACAACAACACC-3\ 

25 amorce interne, 5 ^gcattgacctatcagatcc-3' pour un rraqment de 400«pb. 

Fiuute 19 : Representation yraphique d'une variant* prvfcree du precede puur la 
production de cellules souches adultes a partir de tissu adipeux humain. 

30 Figure 20 : caracterlstlques des cellules pnmo2 CA en terme de marqueurs de 

surface. 

Des cellules primu2 CA au stade 80, 120 et 160 doublements de population ont 6t6 
marquees aver, des anticorps anti-HLA I. anti-HLA-DR anti-C03. anti-CD13 couples au 
preeteble avee Ic FITC ou Ic phycocrythrine. Contrdle - IgG, ies anticorps utilises sont 
35 )es suivants : HLA de classe I con|uflue d la fluoresceins (FITC) ; HLA-DR (HLA classe 

II) conjugue a la phycoerythrine (PE) ; CD3 (marqueur des lymphocytes T) mnjugiiR a 
PE; CD13 (marqueurs des cellules stromales de la moelle osseuse, cellules 
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endothelials, pioueuileurs pieuoces des granulocytes/monocytes et Oe leur 

descendance) conjugue au FITC. 

Ligne fine : IgC contrdle 

Ligne grasse : anticorps d'lnteret. 

Fioure 21 : Differentiation myocytaire in-vitro apres 4 jours. 

Detection par immuno-histochimie de la myog6nine. facteur pr£coca dA la differentiation 
myocytaire. La figure 21 ttlustrc dec micrographec dc cellules primo2 CA a 160 
doublements de population, aprfcs 4 lours en presence de milieu fle differentiation en 
myocytes. I es cellules sont fixees avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 minutes & 
temperature ambiante et permeabilis^es en presence de PBS/0.1% liituit X100 pendant 
10 minutes; on procede ensuite au blocage de Tactlvlte peroxydase enriogfcna en 
Incubant lee cellules avec 3% de H202 pendant 5 minutes. Lee cellules sent cncultc 
incubees avec TanUcorps prlmalre : antlcorps anti-myog£nlne (mouse anti-human IgG) 
(1 :100) entre 30 minutes et une heure a temperature ambiante puis avec I'anticorps 
secondare (anti-mouse IgG couple a la peroxydase). 

Figure 22 : Differenciation myocytaire in-vitro aprcs 21 jours. 

Apres 21 jours en presence de milieu de differentiation en myocytes, detection de la 

myoslne des fibres musculaires rapldes (« fast twitch myosin » ou « FT myosin *). 
marqueur tardif de la differentiation myocytaire (marqueur intra-cetlulaire). Detection par 
FACS: apres decollement des cellules primo2 CA (150 doublements de population) 
ccllcs-ct sont fixecs cn presence dc PBS/ 1% formaldehyde pendant 15 minutes a 
temperature ambiante puis perrneabtllsees avec une solution de diujlunine (lOuu/ml de 
PBS) pendant 7 a 8 minutes a temperature ambiante. On procede ensuite au marquage 
anticorps en suivant le protocole decrit pour rexpression des merqueure de surface 
(figure 20). L'anticorps utilise est un anticorps de souris conjugue directement a la 
phycocrythrinc et reconnaieeant la FT-myosine humaine. 
Ligne fine : IgG controie 
Ligne grasse : FT-myosine 

Ftfiure 73 : Differenciation en cellules endothelials in vitro 

Detection par immuno-histochimic du « von willebrandt factor* (vWF), marqueur 
speclflque des cellules endotheliales. La fiyuie 23 HiusUe rexpression du vWF par les 
cellules primo2 CA a 150 doublements de population, apres 21 jours en presence d« 
milieu anglogenique, Les cellules sont fixees avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 
minutes a temperature ambiante et permeaoiiisees en presence de PBS/0.1% trtton 
X100 pendent 10 minutoc ; on procede ensuite au blocage de Pactivite peroxydase 



28 



endofldne en incubant les cellules avec 3% de H202 pendant b minutes. Les cellules 
sont ensuite incubees avec Panticorpe primaire : anti-vWF (Goat IgG reconnaissant a lo 
(bis le vWF humair?, de rat et de sour is) enlie 30 minutes el 1 Meure d temperature 
ambiante puis avec I'anticorps secondaire, anti-goat-IgG cnuple a la pfcroxydase 
(1 :100). Apres 21 Jours dc meintien dens un milieu compose de DMCM et de 
hVEGFl2 1 (10ng/mL), les cellules de la prtmo 2CA exprtment le VWF. 

hqurft S V 4 S ^7 : Pouvoir de regeneration musculalre In vivo des cellules de la prima 2 CA 
apree 10 joure, 50 Joure, 80 joure ol € mois dc transplantation ohez lo sourla mdx eans 
Immunosuppresseun.Les Figures 24, 25, 26 et 27 mustrent la co-localisation, apres 10 jours 
(Fig 24), 50 jours (Fig. 25), 80 jours (Fig. 26) et 6 mois (Fig. 27) de trens plantation de cellules 
Primo 2CA dens le Tibialis Anterior, de noyaux humains avec les fibres musculaires re- 
exprimant la dystrophine. Cette co-focalisation a 6te effectuee par double marquage de la 
dystrophine par immunofluorescence et dee noyaux humaine par FISH. Los cellules 
transplantees sont des cellules Primo 2CA d 160 doublements de populations, au nombre de 
150 000. 

L'&tape de detection de la dystrophine par immunofluorescence a ete ettectuee avant de 
proceder au marquage des noyaux humains par FISH : 

- Detection de la dysUopttine par' immunofluorescence, les coupes de muscles sunt 
incubees pendant une heure avec un anticorps reconnaissant la dystrophine humaine, 
prealablement coup(6 a la fluoresceins Les anticorps utilises sont soft : 

un anticorps speciftque de la dystrophine humaine et sourts (mouse anti-human lgG1 : 
NCL DYS2 de Novocaetra, dirige contra rextremrte C4erm»nale de la dystrophine humaln 
et souris) soit, 

un anticorps specifique de la dystrophine humaine (mouse anti-human lgG2a : NCL-DYS3 
de Novocastre, dirige contre Pextremrte N-terminale de la dystrophine humaine) 

- Detection des noyaux humains par FISH : La sonde utillsee pour detecter les noyaux 
humains est une sonde specifique de tous lea centromeres humoino (a Satellite) couptcc a 
la oigoxigenine (CP5095-DG.5, Appligene oncor). L'etape de detection conslste en 
Implication cur lee lames d'un anticorps anti-digoxigenine couple & (a rhodamine. Avant 
I'analyse des coupes, on pruueUe & la coloration de rintegralite des noyaux en utilisant une 
solution de HAPI (mloratinn hleue). Les lames sont ensuite observers au microscope a 
fluorescence (Axiophot Zeiss) avec une lampe 100 watts et un system© dc ftltreo 
(perceptive Scientific International). 
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En vert : dystrophin© ; 

En roufle : centromeres numains 

En bleu : noyaux (humatnc ct murino) 

TA : Tibialis Anterioi 

G : Gastrocnemius 



Fiy 24 (10 jours) : antlcorps antl-dystrophine : NCL-DYS2 

photos de gauche : Tibialis Anterior non-tratte (control©) ; 

photos du ctftiUe ; Tibialis Anterior d'une sourts mdx trattee avec de la 

cyclosporine, 10 jours apras transplantation ; 

photos do droite: Tibialis Anterior d'une sourls max 
immunocompetente (sans cyclosporine). 10 jours apres 
transplantation ; 



Fig 25 (5U jours) : anticorps antf-dystrophini? * NCL-DYS2 

photoo do gauche : Tibialis Anterior non-traite (con is Oie) ; 

photos du centre: tibialis Anterior d'une snurte mdx 

immunocompetent©, 50 jours apres transplantation ; 

photos de diuite : Gastrocnemius d'une sourls mdx immunocompetente 

(sans cyclosporin*), 50 jours apres transplantation, dans la TA 

adjacent 

Fig 26 (80 jours) : anticorps anti-dystrophine : NCL-DYS2 

photo de gauche: Tibialis Anlerkn d'une sourls mdx 
immunocompetente (sans cyclosporine), 80 jours apres 
transplantation ; 

photo de droite : Gastrocnemius d'une sourls mdx. immunocompetente 
(sans cyclosporine) SO jours apnea transplantation, dans lo TA 
adjacent. 



Fig 27 (6 mol6) : anticorps antl dystrophic ; NCL-DYS3 

photos de gauche: Tibialis Anterior d'une souns mdx 
immunocompetente (sans cyclosporine), 6 mole apree transplantation ; 
photos de droite: Tibialis Anterior d'une sourls mdx non-traltee 
(temoin). 
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Figure 28 : Mist? en evidence, par Immunodetection comparative* de t'ongme numaine de 
la dystrophine exprimee dans l*s myoftbres du muscle transplant* : L'analyse do la 
pr6acnce de myofibres exprimant de la dystrophine, et la localisation subueliutaire dans le 
tibialis anterior 10 fours apres transplantation, a ete ertectuee an utilisant tes anticorps 
suivants : 

(a) : un anticorps Ubiye uunbe rexlremite Oterminale de la dystropnine humalne et souris 
(mouse anti-human lgG1 : NCL-DYS? Hr Nnvncsstra,), 

(b) et (c) : un anticorps dirige contra rextremite N-terminale de la dystrophine liumalnts 
(mouse anti-human lgG2a : NCL-DY53 de Novocastra,). 

(d) et (e) : un anticorps specrfique de la collagene III de souris. 
La barre indiquant rechelle correspond d 15 pm dans les Figures 28(a) et 28(b). et a 1 pm aans 
les figures 28(c) a (e). L'etoile * indique une section d f un memo myofibre. 
La similarity entre les Figures 20(a) et (b) indique Porigine humalne de la dysbupliiiie exprimee. 
La dystrophine humaine est localises sous le sarnnlftmnft Pn revanche, la collagene III de 
eourl8 est preeente dans Peepace extracellulairc cntrc loo myofibrcs (figured 28(c) a (e)). 

Figure 29_: Absence de reactions immunitaires cellulaires et humorales 10 Jours apres 
transplantation de cellules aouches de invention : L'existence d'une eventuelle infiltration 
lymphncytaire & la suite de la transplantation rie nellulRs Primn ?CA rhe? une souris mdx 
immunocompetente a etc etudicc a Paldc do I'hdmatoxyHnc (Figs 20(a), (b) ct (c)) v ou 
d'anOcorps anti-CD3 de souris (Figs 29(a ), (b') et (c*)). 

Fig 29(a) et (a*) : Tibialis anterior de souris mdx immunocompetente non tra'ttee (temoin) ; 

Fig 29 (b) et (b') : Tibialis anterior de souris, 10 jours apres transplantation de cellules Prima 

?CA, an nnmhre rin 150,(10(1 ; 

Fig.29 (c) ct (c'): Tibialis anterior do courts, 10 jours oprco transplantation do cellules 
stromaies-vascuielres numaines non purfflees, isolees & pardr de tissu adlpoux ; 
La borrc indiquant Pcchcllc correspond a 50 dans lee Figures 29(a) a (c), et a 20 pm dans 
les Figures 29(a') d (C). 

10 jours apres transplantation de cellules Prime 2CA. aucune infiltration lymphnrytnirR (CDS*) 
ii'esl observe* (voir Fig. 29(b) et (b*), comparers aux Figures 29 (a) et (a*)). En revanche, la 
transplantation de cellules stromales-vascuiaires non purmees, isolees a parar ae nssu aoipeux 
humein induit une reaction immunitairc cytotoxiquc ct humoralc (Fig. 29(c) ot (c')). 

Figure 30 ; Absence de reactions immunitaires cellulaires et humorales 6 mois apres 
transplantation de cellules de la Primo 2CA : L'existence d'une eventuelle reaction 
immunitaire 6 mois apres transplantation de cellules Primo 2CA cnez une souns max 
immunocompetente a ete etudiee en appliquant les memes techniques que celles decrites pour 
la Figure 29. 
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Ph tos dc gauche: Tibialis anterior de suutis mdx immunocompctcntc, 6 mole apres 
transplantation de cellules Primo 2CA t marquage a ralria rie Phematoxyline ; 
Photos de droit* : Tibialis anterior de souris mdx immunocompetents, non-rraltee (lemuin). 
marquage o I'alde de I'hematoxyunn. 
5 L absence d'infiltretion par lee lymphocytes T CD3+ est constate© dans le muscle transplant* 

par les cellules Primo 2CA, sipnitlont I'absence de reaction de tejet C mois epreo 
transplantation. 

Figure 31 : Pouvolr de regeneration mueeufalre in vivo des cellules de la primo 1 CA ot de 
10 la Primo 3 CA apres 10 jours de transplantation sane immunoeupprosseur chez la souris 

mdx : La capacitc de regeneration musculo he in vivo est evalu6c par co-localisation des 
noyaux numains avec les fibres musculeires re-exprimanr la dys-iruphine. La technique de co- 
localisation est Iflentlque a cello decrite pour lee cellules Primo ?CA (voir teyendes des Houres 
24 a 27), mois les cellules transplantees sent des cellules do (a Primo 1CA ou de la Primo 3CA. 
15 - phuto PR1M01 : Tibialis Anterior Minn suuiis mdx immunocompetent© l*ans 

cyclosporin*), ID jours aprea transplantation de cellules Primo 1CA a 50 et 6 120 
doublcments de population, au uombre de 150 000. L'onticorpe utilise pour la detection de 
la dystrophinc est un anticorps specifique de la dysliophine humeine (mouse anti-human 
lgG2a ' NCL-DY33 de Novocootra, dirig6 contre I'extr^mlte N-leiminale de la dystrophine 
20 humoine) 

photos PRIM03 : 1 totalis Anterior U'une souris mdx immunocompetent© (sans 
cynlnspuiine). 10 iours oprde transplantation de cellules Primo 3CA a 46, 80 et 110 
doubtemems de popiilMtiuns, eu nombre dc 160 000. L 'anticorps urlllse pout la detection de 
ia dystrophine est egaiement t'antlcuips NCL-DYG3 de Novocaetra. 
2t> Apres 10 juuis de transplantation, un potentiel de regexifcraliun muscuiaire est visible, a la tois 

pour les cellules oe la Priinu 1 CA et pour les cellules de la Primo 3 OA 

Fi gure 32 : Absence do reactions immunity Ires cellulaires et humoraloe 10 jours apres 
transplantation de cellules de la Primo 3 CA : 

30 L'existonce d'une evenrueUa reaction immuniteire 10 Jours apres transplantation de cellules 

Piimo 3CA chez uno souris mdx immunocompelente a ete etudidc on appliquant les memns 
Techniques que celles ddcritoe pour les cellules ne la Prinio 2CA (voir legendes dee figures 
Figure 29 et 30). 

photo Primo 3; Tibialis anterior de souris mdx immunocompetents, iu jours Apres 
35 transplantation de cellules de ia Primo 3CA (1 10 duublements de populations, au nombre de 

160 000), marquage a i'alde de I'hemotoxyline. 

On observe une absence d'ln nutation lymphocytairc ovec les cellules da la Primo 3CA* 
suugerant un comportement Identique a oeiui des cellules de le Primo 2CA. 
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32 



EXEMPLCS 

5 

1- Methode d' obtentlon e t d'expaneton in vitro do g cellules gouc he s mulflnntentea du flBSM 
adtpeux 

1,1. De3cri otlf dcs pr6levements de tlssus soipeux o b tenus 

ID 

Six prelevemems; da tissus adipeux de jeunea enfanta, ages dc 1 moic a 7 one, d© eexe et de 
localisation ©notomique variables, ont ete obtenus 

Le tableau I resume t'origine de chaque prelevement, le polde de cclul-ci oinsi que le nombre de 
1 5 cellules obtcnues en utillsant la technique qui sera detainee plus luin. 



Appellation du 
prelevement 


3ex« 


Ago 


Localisation 
anatomiquo 


Pold« du 
pr6ldvement 


Nombre rta 
cellules obtenues 


Prime 1 


r- 


7 ans 7 
mois 


Region 
omhiilnale 


300 mq 


400 000 


Primo ? 


M 


5 and 


Rdgion 
pubienne 


400mg 


bOO 000 


Primo 3 


M 


4 moic 


Region 
prepubienne 


210 mg 


400 000 


Primo 4 


F 


7 ans 


Region inguinale 


2.1 g 


2 000 000 


Primo 5 


M 


1 mois 


inconnu 


200 mg 


1 U00 000 


Piiuiu 6 


M 


18 mole 


inconnu 


200 mo 


MO ooo 



Tableau I : Prelevements de tissue adipeux humatns utilises pour le 
production de cellules souchee multipotontes 

20 

Lea Exemplee ci-dessous decrlveni I'nhtanliun de uellules souches multipotentea q portir 
des prelevements Primo 15 6, Cec cellules souches ont ete nhtenues par la niise en 
oeuvre ties stapes siiivantes . 
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■ isolemenl tie cellules multlpotentes e partir du prelevement 

■ nrichissement in vitro de la culture an callnias muliipotentes 

• obtention d'une population de cellules vouchee quiescentes 

• Induction d'une piotlfeialion intensive de cellules souches 

Led cellules souches oinsi obtenuee ont eta caracterisees par 

• Mesure de laclivite telomerase 

■ Realisation oe naryotypas a UifTeienls passages 

■ Etudo de la plasticite cellulaire (dinerenciation en different^ typa* caiiuiairas) 

• Determination de la presence ou de t'abscncc dc marquoure celtuiairee 

• Clonaga des cellules touches 

La methodologic ct )cs reeultats Bont decrits an detail ci-dessous. 

1.2 Methode d'lsolement des cellules miHrlnnta nt es a umtii de Ussy adio eux de ieunes enfants 

Apras Carte ul liturgical, le prelevement est conserve dons du milieu DMEM ( Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium). + 10% ria sanim de veau fuelal . a temperature ambiante. Le tissu 
eat rincd dans du PBS ( Phosphate Buffer Saline) a 37°C puis agoutte el pese. Le prelevement 
est ensuite emince tres finement pour optimtscr l*6tapc de digestion enzymatique. 

Lc milieu de digestion est compose de milieu DMFM (Dulbeccu's Modified Eagle's Medium) 
uuuleiiant des antibiotiques (100 U/m! do Pcnicillinc ct 100ug /ml Streptomycine), 2 mg/ ml de 
coliagenase (Boerhingar rafarance 103588) el 20mg/ml de serum albumine bovine fraction S 
(Oipma A rbfercnoe 2163). Le volume de digestion etant fonctlon ou nnlris da tlsau, on utilise 
generalemenl 1ml de milieu de digestion pour 100 d 200 mg de tieeu. La digestion s'ettectue a 
3/°C sous agirmlnn lante. CunUatfement eux techniques classiquement decrites our la 
preparation de preadipocytes humains, la duree de la rilgasrlnn est tres rapkie. de 5 a 10 
minutes, duree qui correspond e la dissociation complete du tissu par la coliagenase. L'actMte 
coliagenasa «fit ensuile iiiltiUe* par I'eddltion de serum de veeu fcetel (200 pi/ ml dc milieu de 
digestion). 

On precede alors a la cantrifugaliun de la preparation cellulaire 5 min a 1000 rpm. ctapc qui va 
permettrc dc s6parer les adipocytes (qui flottent) des surras types cellulaiies uunlenus dans le 
tissu adipeux (preadipooytco, cellules couches, cellules endothelials, parlnytas, 
masfnnyras...)*. II est important de noter cue cette etape dc Jo proc6duro est effectuee sans 
filtration, ce qui permet de consarvar tous les types cellulaiies contenus dans le tissu adipeux 
(exception faitcs des adipocytes). 



^---iiinR-- 
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le culot ceKuiaire obtenu apres cen trtf ugatlon est resuspendu dans le milieu de culture: 
DMEM+ 10 % de serum de veau foetal decomplemente * antibiotiques (100 U/ml de penicillinc, 
100 / ml do streptomycin©). Le nombre de cellules oblenues est cumpte. Le rendement 
cellulaire est variable selon les prelevements: de 1000 a 5000 cellules par mg de tissu. Les 
cellules sent ensemencees a haute den site, de 1000 6 3000 cellules par cm2, sur des boites 
plastlques (polystyrene crista), Greiner). 

Au moment de la mise en culture, deux sous-populations cellulafres sunt isuletis a partir de leur 
Vitesse d'adhesion. La premiere sous-population, designee sous le terme «CA», est 
constituoc dc cellules qui odhdrcnt trcs rapidement (moins de 12h). La deuxieme sous- 
population, appelee C5 , est constltuee de cellules qui adherent beaucoup plus lentement (oe 
4R « 7?h) 

Pratiquement, 12 h apres la mise en culture, cenaines cellules ont adhere au plastique. Ces 
cellules constituent la population CA. Les cellules constituent la population CS, se trouvent au 
merne moment, en suspension dans le milieu Ue culture. Ce milieu de culture est preleve et 
depose dans tine nouvelle hnite de culture. Apres 72h, les cellules CS nnt adhere 

1.3 Enrichissement de la culture en cellules souches multipote ntes ; 
1 .3.1 Ubtention d'une population de cellules souches ouiescenles : 

Les oeux sous-popuiations CA et OS sont maintenues en culture ae la meme facon. Ces 
cellules, a des stades precoces (correspondent environ a 50-60 doublements de population), 
presentent des caracteristiques simileires en terme de plasticlte, proliferation et morphologie. 

Les cellules sont entretenues dans le milieu de culture DMEM+ 10% de serum de vcau foetal 
decomplemente + antibiotiques (100 U/ml de penicmine, 100 ufl/ml de streptomycine). 

Lorsque les cellules arrivent a 00% de confluence, elles sont traitees a la trypsin© (Trypslne* 
EDTA. Invitrogen) et remises en culture dans trois nouvelles boites de diametre identique. La 
densite d'eneemencement correspondante est de 1000 a 3500 cellules/ cm2. Les cellules no 
sont volonlairerneiil pas dllueos davantage, aim de conseivei dans luuies les buiies, les 
cellules multipotentes qui thenriquement se divisent plus lentement que les precurseurs. 
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Les cellules sont entretenues cans ces conditions jusqu'a ce qu'eiies cessent de proliferer 
Pour Prlmo 2, les cellul s CA et CS cessent de prolifarer a partlr du tran&fert cellulalro 20 
(T20), correspondent a 60 doublements de population. 

Uno coloration Xgel (rcv6lent rpctivitc p-golactosideoe endogene, d6tect6e a pi I 6 et tradutsant 
la senescence des cellules). r6v6le que fa population CS est s6nescante atnrc que 1b 
population CA est eimplement quie6cente (voir Figure 1). 

Pour cette 6tape d'enriohlssfirnfint, riiftorents milmux Hr culture ont rIr tp.Rtft* ti a nntammenf 
ete observe que lea cellules aouchcs dc I'invcntion no rcagioocnt pas au « Leukemia Inhibitory 
factor » (Llh) (lung/ml). Le LIF ne produit aucun changement de morpholOQie ou de 
proliferation des cellules. Cecl tend a confirmer que les cellules n'expriment pes de recepteur 
pour LIF (LIF-R*). 

1.3.2. induction d 'un e proliferation intensive des collates souchos 

Apr6s Glablisstiment d'un© population cellules CA quiescentes, Ton rajoute alors au milieu 
de culture pnfecfedemment d&crit du bl-GF (basic fibroblast Growth factor) humain a la 
concentration dc 5 ng/ml dc milieu, 

Comme Hndlque le Figure 2 t seules les cellules de la population CA r£pondent de mentere 
cfficac* au bFGF. En revanche, le bFGF n'a pratiquement pas d'effet sur la population CS a 
des stades tardits (c'est a dire epres bU ooubiemems ae population). 

Ces observations confirment une fbis de plus Tela! Ue quiescence la papulation OA et retut 
de senescence dR la pnpulatinn CS. 

Les cellules CA, traitees au bFGF, sont soumises d un traitement a la trypsins d 80% de 
confluence et dilutes cette fois-ci de 5 a 10 fois dans de nouvelles boites de culture identlques. 

Oflnx points supplementaires sont a preciser sur le bFGF : 

- Lc bFGF cntrolnc un changement de Is morphologle des cellules. Quiescentes, celles-d sont 
applaties et aiarpies. En presence de bFGF, et done en phase proliferative, eiles prennent une 
forme fibroblastique (Figure 3, Figure 12) 

- De plus, I'effet du bfGr est reversible (Figure 3). 



1 .4. Congelation Pes cellules des deux sous-populatio ns CA ct CS 

Los cellules des deux sous-populations CA et CS sont regulierement conge lees, pour 
consiituer un stock de chaque population ceHulaire et pour permettre de suivre son evolution eu 
5 cour6 dee transferts celiulaires. La cryonnnR«rvation ne change pas les proprletes de ces 

cellules. 

De facon pratique, les cellules sont trypsinees, centrifugees et re-Rtispendues dans le milieu de 
congelation constltue de seium de veau foetal additionne de 10% dc DMSO, Cos cellules sont 
0 ensuite placees a-/>n°n ptndant 1h. puis d -80*C pendant une null et enfln sluckees dans 

IU:0leliquldea~100 o C. 



2. Mesure de )'activil6 telomerase des cellules couches 

5 

2.1 Methodologle pour le determination de I'activits te lomerase : 

L'activite telomerase est quantify par le kit Telol AGGG Telomerase PCR Ellsa w u * (Roche). 

!0 I a quantification de I'activite telomerase se fait eu deux elapes : 

i) La premiere etape est une etape H'arnplification/elongation (ou TRAP assay) o0 la 
telomerase ajuule des motifs telomeriques (TTAGGG) 6 I'extremite 3* d'un primer 
biotinyle. 

ii) La deuxieme etape est le detection et la quantification par Etisa. 

25 

Loo produits PCR obtenus dans I'etapa 1 sont hybrides avec un primer specifique des 
extr6mites telomeriques, marque a la digoxigeninc. De plus les microplaques Elisa sont traltees 
$ la stmptavidine t ce QW permet nmmoblttsatiori des prudults via la biotinc, Les emplicone 
immobilisds sont detectes avec un anticorps antUlignxioenine, conjugufc d un anti-DIG-HRP et 
30 le substrat peroxidase TMB. 

L'intensite de la reaction photometrique est estimee en utiiisant un iantmir microplaque htisa 
(Ahsnrnance a 450 nm avec longueur d'onde de inference C90nm). 



On calcule alors I'sctivile telomerase relative de i'echantillon por rapport a ractivite telomerase 
d'un controle positif (cellules de la lignee HEK293 pour Human Embryonic Kidney 283) 
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9 9 R^SilitfitS la determination rift Pactivita telomarasa ; 

En utilisant le kit M Te/oTAGGG telomerase PCR Elisa Plus" commercialism par Koche. I*activit6 
telomerase presente dans les 2 sous populations CA at OS da la pr!mo2, a ate quantifies. 

Una activity tfllnmGrase significative est detectee dans les cellules souches de I'invention. 
Pour Prlmo 2CA (T2B : tronsfert celiulaire 25, correepondant a environ 100 doublemente de 
population). Pactivlte telomerase est d'envlron 20% comparee d I'actlvlte telomfcrase de la 
lignee humaine transformee HEK293T (Human Fmhryonir: Kitinay ?M immnrtalisa par PAg T). 
La lignee I ICK293T est utilisee dens ce Kit comma reference. 

A ('inverse, aucune activite telomerase significative n'est detect^e dans les cellules CS. par 
example les cellules de la prlmo 2 CS (T20) prfcsente une activity U'eiiviion 5% oornpureu a 
celle das HEK2S3T. 

3. CaryotypB doe collulos couches 

I e caryorypa permat rohfiarvation et ta classification des chromosomes presents au cours de la 
metaphaae. 

3.1 Methodolooie pour la determination du caryorvna « 

Les metaphases sont oDtenues en utilisant les techniques classiques de cvtogenetlque, Apres 
accumulation des cellules en metaphase par blocage de Tappareil fusorial (incubation en 
pitjstsnuo do colchicine pendant 3h), on precede a la dispersion chromosomlquc dans le 
cytoplasme par rar.Mon ri'una anlutlon hypotonique (75 mM KCI pendant 40 min a 37 V C) puis a 
une fixation avec du methonol/ocidc oedtiquo (3/1). Lee chromosomes eont eneuite identifies 
par (a technique des Dandes R (RHG-banding techniques) 

3.2 Resultets de la det e rmination du ceryptvpe: 

Lc caryotypc des cellules a ete realise. Cee caryotypes ont ate effectues eur lee 2 sous 
populations CA el CS, en presence ou non de bFGF et a differents passages (T21, T23 et T34 
pour les primo2 CA). 

Uans ious les cas. les caryotypes sont tout a fait normaux. Les cellules n'unl Ounc subi aucun 
reman iement chromosomique. La Figure 4 montre le caryotype des cellulas de la Primo 2CA. 
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4, Plastic^ ceHulafre dog cellules couches 

Le plaaticitb doc cellules eouches est ^velnAft salon les techniques suivantes : 

4. 1 Methodolonte nour evaluer la Dla stlclte cel lulalre : 

a. 1 .1, Conditions ti e differ entiation en different^ types celiuieires ; 

Les cellules sont trypslnees puis cnoomenceeB a 20 000 cellules / nm2. Les cellules ettelgnent 
ia confluence ?4 a 4b*h aprds. La confluence 6tent un© etape critique pour la differenctatlon, les 
cellules aont maintonuee a confluence 24h suppiementaires avam de prooedtsr a la 
ditterenciation (adipocytes, osteoblastes, myocytes). 

ij^ Cunciitions de diff6roncfotion en adipocytes 

Les cellules connuentes sunt incubees dana un milieu DMEM/ Ham's F12 (vol/vol, 1:1) 
supplements do 100U/ml de penicillin*. 100 pg / ml de streptomycins, 5ug/ml d'lnsuline 
humaine (Sigma). I0u.g/ml de Iransferrine humain© (Sigmo), 1pM d'activateur de PPAR 
(par exemple BRL4G653). 100 a 2S0 pM isnhuryl-methylxanthlne (IBMX) at 1 uM de 
dftxamethasone. Querante hutt a soixant© douze heurcs apree, ce milieu est remplace par 
le milieu precedemment decrit mais n© conienant plus d'IBMX et de dexamethasone. Cc 
milieu de dlfferenuiatlon est remplace tous loe 2-3 jours, et c© pendant una periods de 15 a 
20 jours, enrraspondant a una dlfferenclatioii adipocytaire optimale. 

Wl Conditio ns de dif ferentiation en o&teobtestes 

Les cellules conflupntes depuls 24n soni incubees avec le milieu de drfferencietion 
ostGublaatique compose dc DMEM, 100 U/ml de penicilline, 100 pg / ml de streptomyclne, 
10% de serum de v«au d6compl6mente f 0.1 pM de Uexam&hasone (SICMA). 10mM p- 
giycerophosphate (3IGMA) et de 50pM decide ascorbique (SIGMA). 
Lc milieu est remplace tons les 2-3 jours et ce pendant une p&iude comprise entre 15 et 
20 juurs. 

Hi) Conditions de difftrencietioa en myocytes 

Les cellules connuentes depuis 24h, sont incubees soit dans du milieu DMEM. solt dans le 
mil ieu PromoCell. en presence de 2% de seium de veau decomplemcnt6 ct d'sntibiotiques 
(100 U/ml de penicillinc, 100 pg / ml de streptomyrine). Le milieu est remplace tous les 2-3 
jnurs et ce pendant 3 6 6 semaines, perticulierement touc les troie jours, pendani 21 jours. 
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/ V) Conditions de cilftAmnrJafinn en cellules endothelials 

I hr cellules sont ensemencdes a 20 000 /cm' dans uii milieu DMEM contenant 10 ng/rni dc 
VEGP 1Z1 humain (SIGMA). L© milieu rifi riifterenciation est rempiace tous les 2-3 iours, 
pendant 21 lours. 



4 T 1 r 2 Coloration* 

0 /) Col oration OH Red O (adipocytes: coloration dos lipidas intracellul airas) 

Apres fixation dans une solution PBS/0.25% g!ularalU6hyde, les cellules sont incubeea 
pendant 5 minutes a temperature ambiante dans une solution d8 UII Red O 2% 
(poids/volume). Les cellules sonl eusuite levees puis conservees dens du glycdrol 70%. 

. 5 til Coloration Alizarin Rod foctdobfaatas: Calcif ica tion de la m at rice extrar.Gtfula iigl 

AprAs Fixation dans une solution PBS/025% gluteraldehyde, les cellules sont incubeea 5 
minutes 6 temperature ambiante aver, ta solution Alizarin Ked 1% (poidS/VOlume). Les 
cellules sont ensulles levees a Peau puis conscrv6os a sec. 

20 4.1.3. Analvso tranacnotionnolle 

i) Extraction d'ARN 

Lee ARNs ceHulaires sont extraita en utilisant le I ri Reagent (Euromedex, Ref TR-1 18) 

i i) Northern Blot 

25 20ng d'ARN / puit sont deposes sur un gel d'agarnsBfl .2%)/MOPS (1XJ/ formaldehyde 

U.1M). Apres electrophoresis dans du tampon do migration MOPS (1X), lee ARN sont 
transferee sur une membrane de nylon Hybond N+ (Amersham Pharmacia). 

La membrane p.st ensuite hy bridge en presence U'une sonde specifique , marquee au 32 P 
30 [dCTP] a I'eide du kit Rcdlprime TM II Random Prime Labelling system (Amersham 

Pharmacia). 
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Hi) RT-PCR 

La reaction de Keverse transcrlpliou PCR a ete reatisee en utilisant 1c Kit OncStop RT-PCR 
dc Qiogcn. 
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4. 1.4. Analyse de ^expression de marque ura i ntroccltulairce : 

Cette technique a ete utilisee pour quantifier le nombre de cellules de la prlmo2 CA 
cepables de cc diff6rencier in vitro en myocytes. Le marqueur analyse est la myosine das 
fibres muscuieires japides (fast twitch myosin ou PT myosin), marqueur tardif de la 
myogenese. 

Apres d6co!lement des cellules, celles-ci sunt fixees en presence de PBS/ 1% 
formoiddhyde pendant 15 mln a temperature ambiance, puis pRrmeahilisees avec une 
solution de digUuiiine (10u.g/m! de PBS) pendant 7 e 8 mln a temperature ombianto. 
On procede ensuite au marquage anticorps. en sulvant la protocole deceit pour la Detection 
des murqueurs de surface (voir Examples 7 ct 11 ci dessous). L'anticorps utilise est un 
antlnnrpft de sourls conjugufc directement a la phycoerythrine el lecumiaissant le FT 
myosin© humeinc. 

4,15. Immunohistonhim if) 

Les cellules sont fixees avec 4% do paraformaldehyde pendant 10 min a temperature 
ambiante, Lorsque la proline recherch^e est nucleaine (comme par exemple la 
myogenlne), les cellules sont pfirmflabilisees en presence de PbS/0.1% Triton X100 
pendant 10 mln. On procede ensuite au blocage de I'ectMtd peroxidase endogene, en 
incubanl les nnNulas avec 3% de H202 pendant 5min. 

Les cellules sont ensuite inoubeeb avec renticorps prima ire entre 30 min et 1 h 6 
temperature amhiante, puis avec Tanticorps secondare (ant) mouse IgG couple a la 
peroxidase (Vector Laboratories) ou onti goat IgG couple a la peroxidase (Santa Cruz 
Biotechnology). 

Les anticorps prlmeires utilises dans nos experiences, von Willebrand foctor (vWF) (goat 
IgG, reconnaissant a la fois le vWh humain, de rat et de sourls) (Santa Cruz Biotechnology) 
et Myogeninc (mouse anti human IgG) (Santa Cruz Biotechnology) ,nnt £t« utilises au 
1 :1UU, 

4.2 Re sultats de ranolvee de la plastlcit6 co li ulalre 

4.2. 1. PlestMt6 doe deux *ous populations cettuMr** CA ej CS a des parage* 
prtcoces 

A des stades prAmnes (par exemoie 1 1. T5, T7 correspondant a 3, 15 et 21 doublei i wills de 
population, respcctivcmcnt), lee populations CA et CS presentent les memes r.arant6ristiques 
en terme de plasticite. morpnologle et prolifeialiun . 
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n Pifferenciation en adipocytes 



Led rSsullats uuur les experiences Impllquant une Coloration Oil Red O sont illustras dans 
5 la Figures 5 (pour Primo 2CA et Prlmo 2CS) et is Figure 14 pour Primo 1CA (40 

doublements de populations), Prime 3CA (25 duublements de population) et Pnmo 6CA 
(25 doublements de population), tn outre, des adipocytes issus de la Primo 1CA, Primo 
3CA et Primo 6CA aproc 60 f 40 ct 40 doublements de population, respecti venter it, sunt 
illusli6s dens la Figure 13. Une comparalson aes Figures 13 et 14 demontre clairement 
10 que. plus la namhrB rie dnnblements de population est 6)ev£, plus la differencletion est 

homogene. 



Une analyse par « Northern Blot » (Figure 6) demontre ^expression trenscriptionnelle de 
marqueurs adipoganlques (aP2 el PPARy2) au cours de la oinerenciation : CA M4 {42 
, 5 doublements de population) et CS T1G (48 doublements de population). 

IU f unamnclation en osteoblastes 

La Figure 7 illustre la differ enciaiUin des cellules CS et CA en osteoblasts. Coloration 
:0 Alizarin Ked. 



* Evol uti on <fe la plastlcM cell u I stir* i dee p assages tardlfe 

\5 Les cellules de la primo 2 CS. d partir du transfert 20 (correspondent d environ 60 doublements 

de population) entrant en senescence. Elles perdent simultenement leur potentiel prolrferatif et 
leur capacil6 de differ encia lion. 

Par contrc, les collules de le populetion CA, au m6me stade, deviennent quiesueutes. EUes 
0 proitrerent en presence oe DhGr- et conservent leur plasticity. Cette plastirita rpste inchang£e & 

un transfert 40 (correspondent d environ 200 doublements de populetion). La Figure 8 illustre 
la differenclatlon adipocytatre et ost6oblastique pour la Piiiiio2 CA T30 (environ 130 
doublements de population). 

5 On conserve egalement dans la population CA, d des passages tardlts. ('expression 

transcriptionnelle das different* marqueurs specifiques soit de la differenciation adipocytairc, 
soit de la differenciation ostcobfo3tique, (Figure 9) Primo2 CA T02 (140 doublements tie 
population). 
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4.2.3 -Capo cite des cellules de la pHmo2 CA g gg , difft rvncicr gn myo c ytes gf collulea 
en doth&tetes In vitro 

Les cellules dc Iq primo2 CA sont cepebles, dans des conditions de culture appropriees de 
se dirrerencler /n v/rro, aprfcs 3 sematnes environ, en myocytes et en cellules enaotneuales. 

i) Ditrerencietion myocytaire 

Apr6s 4 jourc cn presence de milieu dc difT6renciation cn myocytes, les cellules de le 
primo2 CA expriment des marqueurs precoces de la differentiation myocytaire comme 
la myog$nlne (marquage on Jmmunohistochimie cf Fig 21 ). Apres 7 jours, I'expreeeion 
de myuygfiine n'esl plus d6 lettable. 

Apres 21 Jours, 95 % d©6 cellules de la primo2 cultiv6©6 dans ce milieu, expriment un 
marqueur taraif de la differentiation myocytaire, d savotr la myosine 068 fibres 
musculalres rapides ou Fast Twitch myosin (marquage intracellular et analyse au 
FACs, cffig22). 

U) Differentiation en cellules endothelials 

Coulrairemenl sua cellules adipocytes, ubitobiasliques el myucyttiires qui 
appsrtlannant au "Limb bud mesoderm", las callulas anriothfclialRR rifcrivent du 
mcGodcrmc visceral. 

Apres 21 jours de maintien dans un milieu composfc de DMEM et de hVEGF121 
(1 Ong/ml), les cellules de la primo2 CA expriment le von Willebrand factor , marqueur 
sp&cifique des cellules endothelials (immunohistochimia. cf fio23). 

S. Caractertseiion de la fonctionnalite adipocyte ire par d osage, enzym atique 
s i weihodoioote pour caracterlser la ToncttonnaHt* adipoevtaire 



0.1 .1 Mesure cte facffWte Glycerophosphate Q6$hvdiX>Q6n6S* (GPOfi) 

On procAria dans un prmmlmr tamps d la lysa des cellules rinnt on vaut mosurAr ranrivitA CSPnH 
Lc principc du dosage est r6sume sur ce schema: 
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QPOH 

Dihydroxyac^tone phosphate + NADH ► Glycerophosphate * NAD 

On determine la Vitesse Initiate de dlsparlilon du NADH d 340nm (en presence de NADH, 
DHAP et du lyset ceDuJeire), ce qui permet de calcuier Ja quanta de substral degrade, d'ou 
('activity enzymatique sp^cifique (apres dosage des prolines). 

I a Inntura sn fait sur nn Rpftrttrnphntnmatra permettant da faira ries cinetiques (KONTRON 
Uvicon 860 thcrmostotd d 37°C). 

5.1.2. Te9t de lipolyse 

Ce test consist© A mesurer te glycdrol radiomarque liber© par les adipocytes en 
presence d'agonistes de recepteurs adrenergjques. La m6thode utilisee est ceiie aecnte par 
Bradley DC et Kaelow HR (Anal Biochem, 1080, 180,1 1-16). Le glycerol libere est phoepbory)© 
en presence de glyceroklnase, et d'ATP et d'ATP marque au P v sur la position y. L'ATP 
reeiduel est eneutte hydrolyse en milieu acide a 00°C el precipite avec du molybdate 
ci'ammonlum et de ia trie thy lamine. La radioactivity incorporee sous forme de 
glycerophosphate marque au P 32 est estimee par comptage au compteur ft et lea valaurs nnt 
exprimees en pmol grace une courbe ©talon. 

5,2 Resultats de la caracterlsatlon de fa fonctionnatite adipocytaire 

S.2 .1. Activity GtycGrophosphate Dehydrogenase (GHDH) 

Cellules prlmo2 CA (T24 en presence de bFGF humain) : 
Apt&s Hjoufis cte differentiation (Z experiences) 
Control©: 77 nmol/min/mg de proteine 

En prdscncc d'un agoniste do PPARy (BRL40653): 200nmol/min/mg de proteine 

Apres 16 jours do difterenciation (3 experiences) 
CoiilrOle: 20 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un agoniste de PPARy (BRLA9653): 390 nmol/min/mg de proteine 

Cellules prJmo2 CS (T22 en presence de t>FGF humain) ; 
Apr&s 13 jours do diffdr&nciation (3 experiences) 
CunUOIe. 22 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un agoniste de PPARy (BRL49653): 30 nmoVmin/mg da prntaine 
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S. 2.Z Ceoac/te de tinnlvxfi des cellules de la Prima 2 OA 

Les lipulyaes on* ete r6albeea, sur des cellules primo2 CA T32 avec des agontstes specifiqtiRft 
des differents recepteurs tf adrenerqiques, d savuii: 

isoproterenol: pi. |tt adrSnergique 
Dobutemine: pladrencrgique 
Terbutaline: p2 edrftnergique 
CL3 16243 p3 adrenergique; 

Les vilesses de tipotyae obtcnuee eont les suivantes (d'aprA* la court© de glycerol etalori) : 
Control©: 3./6 nmol/ h /mg de protein© 
Dobutamine; 60.lnrnol/h/mp de proteine 
Terbutallne:93.78 nmol/h/mg: 60.1nmol/h/mg de proline 
CL316243: 17.1 nmol/n/mg de protelne 

Les rfesultats sont lllustres dans la Figure 10. 

Les experiences de Hpolyae montrcnt la presence de recepteurs pi Rt \\2 adrenerQlques. et 
I'ebsence de receptfiur* 33 adranergiques, resultats en accord avec led observations in vivo 
(Gallfeky el at; (1997) Dritish J. Pharmacol 122; 1244-1250) 

6. CaraGterisation do la fonctionnaffle des ostAnhlastes oar detectio n dU calc ium assocle a la 
mRtrice extracellutalre 

0,1 Melhodologie pour la cerocterieation de la fonctionnalitR Hr s osteobla st es : 

Pour detccter le calcium secrete par ies osteoblasts, les cellules sont cullivees dans le milieu 
de differentiation osteoblastique preccdemment decrit. 

Apres differenciation optimale, le tapis ceilulaire est lysR avec une solution 0.1N NaOH pendant 
45 mm. On procede ensuile £ une etape de neutralisation, en rajoutant du HCL 1N ( 0.2 vol/ 1 
vol NaOH). Les boites, oCi rastent toujours la matrlce exiraceliulabe, sont sechees puis 
Incubees avec la solution du "SIGMA calcium detection kit". La nuantite de calcium secrete par 
les osteoblast** est quamiflee par lecluie de cette solution eu spectrophotometre (D0575) 
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6 7. Kesuitats : Fu nctionnalite des steoblastes 

La fonciionnailte des oeteoblastes a Ate mlse en evidence par ia technique de detection rlu 
calcium aasocie e la mulrlcs extracclluleire (Figure 11) . 

5 

Nous pouvuns egalemcnt Gouligner Hmportance du lot de? serum dc veau dans la 
differenclation ostfioblastique. Ceui reflete )e r6lc crucial dans la riitterenclatlon usleoblastique 
de ceilalnea cytokinoe, hormones ou facteurs Oe croissance non carocterises et presents dans 
des proportions variables salon les tots de serum. 

7j_ Marouape cellutalre at analy se en ovtometrto de F lux 

La caractere HLA Classe I negotif des cellules souches de I'lnvenlion a ete mis cn evidence par 
15 enalyse en cytometrla de flux, utilteant un systems de simple marquage classlque : 

7.1 S/mn/a marau aae 

Les cellules sonl decolleea puis lavees dans; du HbS. Apres uentrifugetion, les cellules sont re- 
20 euspendues et incubees avec I'anticorps prlmoire a la concentration de 10 ^hr\\ pendant 30 

min 8 4*C. Les anticorps utilises sont soit un anticorps monoclonal de sourie, dirige contra les 
molecules HLA de classe I (WG/32, Novocastra), soil un anticorps IpG tie souris (Santo Cruz) 
utilise commc contr6le negatif. Le nombie de cellules uti)t6ees par condition est de 5 x 10 s a 
10 6 . Las cellules employees pour cette anatysa sont les suivantes . 

25 

HeLti . Cellules humainas tumorales (HLA Classe I positif ; control* positit). 

SVF : Tlssu adipeux adulte, pas de dnwblemem de population (HLA Classe I 

positit ) 

Primo 2CA ; 120 doublements de population 
30 Primo 90S : 45 doublements de population 

Les cellules sont ensulte levees puis incubees pendant 20 mln d 4"C avec un anticorps (dit 
secondare) qui est un anti !gG de souris couple au FITC (0.2ug/ 10° cellules) (Caitag). 
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Lee cellules sont ensuite lavees et leur fluorescence analysee par cytometrie en flux (Scan 
PACS Becton Dickinson). 
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Lee r£sultatft sont illustres dans la Figure 15, at montrent que les cellules couches de 
Plnvention (par exemplc Primo 2CA) pr£sentent un nivaau depression de molecules HLA de 
Classe I non-detectable par cytumetrie de flux en simple marquage.. Les cellules souches de 
('Invention sont done « HI A Classe I negatlf ». 

Cette experience de cytometrle de flux a egatement ete mise en ecuvre avec les cellules 
souches dc Is PrimoICA et de la Primn3CA, ainsi qu'avec les cellules de la Primu 2C3 (Figure 
16), Uans tous les cas, Its niveau ^expression dc surface de HLA Clesse I est negatif 

8, Obtentlon de clone s mult lpotents ft partir dee cellules CA 

Les cellules de la Primo 2 CA ont ete ensemenc6es en condition de dilution limite, a eovotr 1/3 
de cellules par puiis de plaques de 24 pults, puis maintemiaa en presence de 10% FCS 
contenant Sng/ml bhGF. 

Dix jours apres, das dunes ont et6 isolea ct amplifies. Ces clones conservent leur phenotype 
non-differencte jusqu'd ia mise en condition de differencletion. Lour capacit6 de differenciation 
en adipocytes et osteoblostee est alors mise en Evidence. 

Le Figure 16 montre deux clones, CA1 et CA3, qui ont ele mis dans le milieu dc culture 
permettani la differentiation en adipocytes ot en oeteoblastes. Les adipocytes sont reveles par 
le colorant A Phuile rouge et les osteoblasts per (a rouge Alizarin. Lee clones analyses par 
uylometrie de flux sc rdvelent egalement Ht A Clasae I et It negatlfs 

9» Expression d'un tranooene dene lee cellules souches 

Les cellules souches de Invention, notamment les cellules du dune CA1 (obtenu seion 
PExemple 7) ont ete transdultes au stade 21 doublements de population, par un retrovirus 
exprimant un gene da resistance d un antlblotique, la puromycine, et Ic gene rapporteur LacZ 
sous le contrc-le d'un promoteur LTR. 

Les virions infectieux sont pmriuits d partir de cellules 293 liansfectees de facon stoble avec un 
vecteur PVPauk-QP (contenant Ice sequences gag et pnl), que I'on CO-transfecte avec le 
plasmida pFB-Neo-iacZ et le vecteu* PVPeck-VSVG expressing vector, contenant la protein* G 
du virus de le etomatite vesiculate 
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La figure 17 montre que les cellules transdultes puis s6lectionn6es en presence de puromycine 
expriment toutes le g£ne LacZ r6v6!6 in situ par I'activit6 p-galactosidase. 

5 10. Expression de Oct-4. & ABCG2 et de Rex-1 dans Ies cellules souches CA 

Oct-4 est un facteur de transcription exprim6 sp6cifiquement dans Ies cellules souches 
embryonnaires de souris et est indispensable au maintien de leur pluripotentialit6. II a 6(6 
montr6 6galement que Oct-4 est exprimfc par Ies cellules souches embryonnaires humaines. 

0 

L'expression transcriptionnelle de OcM e 6t6 mise en 6vidence dans Ies cellules souches de 
invention. Les ARN sont extraits 6 partir des cellules CA (populations homog&nes et 
populations clonales) et l'expression de OcM est empliftee par RT-PCR, puis d6tect6e par 
hybridation. Les conditions de PCR sont: 94°C, 1mn; 57°C, 1mn; 72°C, 1mn pendant 45 
1 5 cycles. -RT : contrfile n6gafrf. 

De meme, ('expression transcriptionnelle d'ABCG2 a 6t6 mise en 6vidence dans des cellules 
CA (populations homogdnes et populations donates). Les ARN sent extraits 6 partir des 
cellules CA et CA1 et l'expression de A8CG2 est ampl»fi6e par RT-PCR, puis d6tect6e par 
20 hybridation. Les conditions de PCR pour ABCG2 sont: 94°C, 1mn; 60*0, 1mn; 72°C t 1mn 

pendant 31 cycles. 

La Figure 18 montre les rtsultats obtenus avec les cellules Primo 2CA du transfert 16 (48 
doublements de population) et les cellules du clone Primo 2CA1 du transfer! 5 (15 doublement 
25 de papulation). Elles expriment OcM et ABCG2. 

Les cellules primo 2 CA expriment 6galement le facteur de transcription Rex-1 (figure 18, partie 
drolte). Le facteur de transcription Rex-1 est un marqueur sp6cifique de cellules souches 
embryonnaire de souris et humaines. Les conditions de PCR pour Rex-1 sont les suivantes : 
30 94X 1mln„ 60°C 1 min M 72°C 1min., nombre de cycles 31, 72° Smin 1 cycle. 

J 1. CaractSrlsation des cellules CA de [Invention en termes de marqu e urs de surface 
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La caracterisation des cellules CA de Hnvention, particulterement les cellules de la Primo 2CA. 
a 616 epprofondie en termes de marqueurs de surface, £ I'aide de la technique de la cytom6trie 
en flux. 
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11.1. Methodolo oie pour I 'analvsp de I'exprossion des moraucurs de surface pa r cytometric 
de flux ; 

Le protocole de marquage a 6t6 d£cill precedemment (voir Excmplo 7). Lee anticorps 
utilises dans ce contexte sont les suivants : 

HLA de classe I conjugiiB 6 la Tluoresceine (FITC) ; 
HLA»OR (HLA classe II) conJugu6 5 la phycoerythrine (PF) ; 
CD-3 (nwqueur des lymphocytes T) cunjugue a PC ; 

CD13 (marquour dee cellules strnmales de la moelle osseuse, cellule endothelielea, 
prog6niteurs precuutis des granulocytes / monocytes et de leur descendance) conjugue au 
FITC 

1 1 .9 -Resultats de la ca ract6r isatlon des cel l ules CA da rinventio n en tonnes de 
marauours de surface ; 

Les cellules da la prlmo 2 CA sont negatives en surface pour Texpression de CD3, d'HLA 
classe I et d'HLA DR. Elles sont par onntre CD13 positives (marqueur exprime entre autrcs 
dans les cellules stromales Ue le moelle osseuse (cf Fig 20) 

L'aUsence en surface doe molecules HLA da classe I et II suggerent fortement ta non 
immunoganicite des cellules de la prlmo2 CA. 

it est interessam mmarquer que les cellules de la primo ? CA different des cellules 
humalnos de la moella osseuse decrlte par Reyes et el (Blood, Nov 2001). 

Ces cellules appeiees MPC pour "Mesodermal Progenitor Cells'* sont HLA classe I et 
classe II negatives et CD 13 positives unlQUement lot sureties sont cultlv6cs a faible 
density, dans un milieu de culture contenant de faihle concentration de s6rum de veau 
foetal (2%) avfic presence obligetolre d'EGF et de PDGF. 

Par centre, cuitlvees en presence de 10% de eerum de veau foatal (concentration utilises 
pour amplifier les cellules de rinvention, en particular les cellules de lo primo2 CA), les 
hMPCs presentent le phdnotype Inverse, a savoir HLA classe I el HLA-DR positives et 
CD13 negatives. Les hMPCs cultivees en presence do 10% de serum de veau ou de bFGF 
(FGF-2) pcrdent leur potential da proliferation ires rapidemeiit et meurent 
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12> Dlfterenciation d a cellules aouches CA dc I'mvcntt n on cellules endot helials et en 
myocytes m vivo: 

II a 6t6 dSmontre dans rexemple 4 que les cellules de Hnvention sent capablco dc c 
differencier in vitro, apres trois semaines en cellules enoomeiiafes et en myocytes. 

Les exemples presentes ci-dessous demontrent que les cellules hui urines CA de Hnvention 
(particulierernent les cellules de fa Primo 2CA, de la Prime 1CA ei de fa Prfmo 3CA) injecfees 
dans le inubUo de souris mdx, modele animal des myopathies de Duchenne chez I'homme, 
snnt capables de r6generer des tibres normales apres 1U jours seulement De fagon 
surprenente, ces cellules ne sont pes rcjctccs lorsqu'cllcs sont traneplanteee chez cos souris 
non irnmunr>suppiimees. De telles cellules, par leur capacity Ue reyeneiation in vivo et leur 
absence d' immunogeniclte, offrent de nombreuses perspectives therapeutiques dans un 
uunlexle ailog£nique. 

12.1 Protocole de transplantation et analyse de la reoeneratlon In vivo oar Immunofluorescence 
et FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) 

1? 1 1 Pmtomltf (Iff transplantation 

Pour analyser Je potenUel de regeneration In vivo des cellules CA de Hnvention (plus 
particulierernent des cellules la primo2 CA, de la Primo 1CA et de la Primo 3CA), le model 
animal, des souris rod* (C57BL/10Sc3n DMD^/J), a ©le utilise. 

Ces souris mdx (X-chromosome -linked muscular dystrophy) constitue un bon modele 
animal pour etudler ies myopathies de Duchenne chez I'homme, car elle presente une 
mutation ponctuelle du gene de la dystrophine (localise sur le chromosome X), entraTnant la 
non- traduction de la dystrophine. Chez I'homme, I'absence de dystrophine, proteine au role 
mal connu. entralhe une cascade d'evenements peu compris a ce Jour, provoquant la 
dieparition progressive des fibres musculaircs ct lc deccs. 

Pour l«s expense** in i/n/n de regeneration musculaire r les cellules suivantes ont £te 
utilisccs ; 

■ des cellules oe la primo z UA ofctenues entre 80 et 160 doublements de population 
(plus precisement 80, 120 et 160 doublements de population) ; 

• des cellules de la Primo 1CA obLenutas a 50 el d 120 doublements de population 

• des cellules de la Primo 3CA A 45, a 80 *r 1 1 n doublements de populations. 
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Dans toutes les experiences, des sourfs mdx au&a> dt? 3 a 4 mois, de sexe indrfferemment 
masculin ou feminin, ont ©to utilisees. 

Le musde du tibia sntariaur gauche est transplants avec 150 000 cellules de la primo 2 CA, 
de la Primo 1CA ou de la Primo 3CA, repris dans un volume do 60*d dc HBSS (Hank's 
Buffered Saline solution) Le meme volume de HBSS est injecte dans le muscle droit 
servant de controle negatif. 

Pour analyser le potentiel de regeneratinn miisrailaira das cellules de rinvention, nous 
avons dans un premier temps, trarte les souris transplantees avec un agent 
irnmunosuppresseur, (a cyclosporin©, pour eviter le risque de resets immunitarres. 
I'administrotion dc cyclosporine so fait par vole intrapcritoncole, une fola par jour a la 
concentration de 10mg/ Kg (poids de Tanimal)/jour et ce a parUr de la transplantation. 

Les souris mdx trensplantees et traitees simultanement a le cyclosporine sont sacrifices 
apres 10 jours. 

En parallel©, pour tester ia non immunogenicite des cellules da la primo2 CA, de la Primo 
1CA nu rio la Primo Irs invantaiirs ont iitHLs^ le meme protocols de transplantation 

mois sur des souris mdx ayant un systeme immunRaire normal, e'est a dire non traitees a la 
cyclosporine. 

Les muscles transpfantes, ainsi que les muscfes contrdies (tnjectes unfquement avec 50uJ 
HBSS) # sont recuperes et congelae dans I'isopentane puis J'azote liquid©. 

12.1.2 Detection d c jo dystrophins par immunofluorescence 

Des coupes eerieee de 12 um sont preparccs a portir des muscles congclds ct 
Ueshydratees par passages success Its de lOmlnutes dans I'ethanol SO, 75 et 100%. 

Pour realiser le marquage a la dystrophine, les coupes uonyelees soul fixees au nwSlhanol/ 
acide acetique glacial (70/30, v/v) pendant 15 mm a temperature ambiante, Apres lavage au 
PBS (Phosphate- buffered Saline) et incubation pendant 30 min dans unc solution dc 
btocage (P3Q+0% BSA (Bovine Serum Albumine)), les unjptss sunt incubees pendant une 
heurs avec un anticorps spteifique de dyslrophina humatoe (mouse anti-human \g02a t 
Novocoetra NCL DYS3), ou un ontioorps qui reconnait a la fois la dystrophine humaine, de 
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rat t de souris (mouse lgC1 NCL-DY82 Novacestre). Pour rcduirc !c bruit dc fond, 
Tanticorps est prealablement couple 6 la fluoresceins (Alexa Fluor 488), en utlHsant I© 
"Zenon Alexe Fluor 488 Mouse lgG2a ou lgG1 Labeling Kit selon Tanticorps (Molecular 
Probes). 

Lea coupes aont ensuite lavees au PBS puis a I'eau et anaiysees par microscopie 6 
fluorescence (Olympus BH2). 

12.1.3. Detection des novaux humains transplants oar FISH /Fluorescence In Situ 
Hybridization) 

Les lames sont deshydratees par passages succestfs de 2 min, dans des bains d'ethanol a 
concentrations cnoissentes (70, 60 et 100%), puis denaturees h 73°C dans una solution 
/0% tormamide/2XSSC (solution saline citratee) pendant 2min 30s. Les lames sont ensuite 
rchydratdes (bains d'ethanol de concentrations decroissantes 100, 60 et70%) event de 
proceder d I'hybridation. 

La sonde utilisee pour detecter les noyaux humains est una sonde speuffique de tuus les 
centromeres humains (o-SateJIHe) couple© a la digoxigenine (CP5095-DG.5, Apptigene 
Oncer). 

La sonde, prealablement diluee dane le tampon d'hybridotion Hybrisol VI (Applig6nc Oncor) 
(1 txi oe sonde pour io »\ de tampon), est denaturee penoant b mm a fTC puis deposee sur 
les lames. L'etape d'hybridation se fait a 37°C , dans une chambre humide pendant 12h. 

I P.s lamp* snnt ensuite lavees : 1 lavage en B0% formamide/2XSSC & 43°C pendant 15 
min sufVf d'un lavage en 2X66C a 37°C pendant 8 minutes. 

L'etape ulterieure est une ©tape de detection, consistent & rapplicotion sur les lomcs d'un 
anticorps antf-digoxigenine couple d la rhodamine (Apuliyene Oncor) (5 min d I'obscurlte). 
Avant I'^nalysn des coupes, on precede £ la coloration de J'integralite des noyaux en 
utilisont unc solution de DAPI (coloration bleu). 

Les lames sont ensuite observees au microscope a fluorescence (Axiophot Zeiss) ovee unc 
lompe 100 watts et un systeme de filtnes ( Perceptive SctenURu International). 
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12.1.4. Dauhte mamuapfi ImmnunntltiamsiCBnnn /HSH 

Pour pouvoir ccnocaiiser les noyaux numams avec les fibres muscuiaires reexpnmant la 

5 dystrophin©, les inventeure ont precede a un double marquage (dystrophine/noyaux 

humains). Pour ce faire, I'etape de detection de la dystrophine a 616 efTeulue avanl Ue 
proceoer au marquage das noyaux humains par FISH. 

II) 12.2. Resuitats: Gaoaclte de regeneration musculaire et nen immunoqenlclte des 

cellules CA de IWentton in vivo : 

12.2.1 Capocitc dc r6a6n6rotion muscufaire in vivo 

De nomhrausfiR p.turipj; roncemant la rnultipotentialite des cellules souches adultes in 
vivo ont ete remises en question , notemment apres la mis* en evkJenue du pouvoir 
de fusion de ces cellules ( I erada et al. Nature 2002 ; Wumnsar et al, Nature, 7007 et 
Ying et al, Nature. 2002), De plus, certains travaux cuggdrcnt que la capacity de ces 
cellules a exprimer des marqueurs speclflques du tlssu ou elles ont ete transplantees, 
est un evenerriRnt pytrAmement rare (Wagers et al, Science,2002 ; Morshead et al, 
Nature, 2002). 

Pour eviter tee problemee evoques ci dec sue. des souris mdx, modele animal des 
myopathies de Duchenne, ont ete utilisees. Ces souris sont oefictentes en dystrophine 
25 (mutation ponctuelle au niveau du gene) (En re&IHe, il existe un faible nombre de fibres 

revcrtontes reexpriment de la dystrophine mais le pourcentage de ces fibres tie 
depasse pas 1 % (Hoffman et al.. J Neurol Scl, 1990 ; Gillis, J Muscle. Research and 
Cell Motility, 1090) ), 

30 Dans un premier temps, pour eviter tout phenomena de rejet, les eourie mdx ont 6t6 

troitccs ovee un agent immunosupresseur, la cyclosporin©. 

(.'injection d'un faible nombre de cellules de la primo2 CA (100 000 a 150000 cellules) 
dene le muscle Tibialis Anterior se traduil ubi unu restoration de la dystropnine dans 
35 environ WJ% des fibres, en Sfliilftmp.nr 10 jours. Ces fibres positives sont regroupees 

6ou6 forme de clusters (correspondent sans doute au point d'injection). 



15 



20 



5^ 



En auuoid avec les rSsultats precedents, en utilisant la technique d FISH, lea noyeux 
humains even Ins fibres miisciilatres positives pour la aystrophlne (cf Flo 24 et 25). ont 
pu Stre locQlidds. 

Dee resultats similaires sont obtenues pour des cellules de la primo 2 CA entre 60 et 
160 doublements de populations, traitees prealablement ou non au brGr (rGF-2). 
Des r&sultats similaires ont ete obtenus avec le clone CA1. derive de (a population 
primo2 CA. 

19.9 P Nnn immunna&nirJtB r/as ce//i//es CA in vivo ; 

Contrairement a la plupart des cellules somatiques. les cellules CA de t'invention sont 
d6pourvucG do marqucurs HLA clacco I (voir Exemple 7) et de merqueure HLA 
Classe-ll en surface (Exemple 11). Ce phdnotype extreniement rare suggest; 
fortp.mp.nt la nnn jmmunnQenicite des cellules CA de I'invention. 

four vaiiaer ia non immunogenicite oe ces cellules in vivo, une approche 

exp^rimentale similaire 4 celte decrite en section 12.2.1 mais en utilisant dee souris 
mdx non Immunosupprimees, a 6t6 utlllste. 

Aprds 10 jours de transplantation, le muscle des souris transplentees et non 

immunosuppnmees reexpnment aes taux oe oystropnine comparables d celui des 

souris traitees a la cyclosporins. Un potentiel de regeneration mueculaire est constats, 
& la fols pour les cellules de la Primo 2CA, et pour les cellules de la Prlmo 1CA et de la 
Primo3CA. en absence d'immunosuppresseur (cf Figure 24 pour les cellules de la 
Primo 2CA et Figure 31 pour les cellules de le Primo 1CA et de la Primo 3CA). 

Apr&s 50 jours de transplantation, en absence d'immunosuppresseur, le nombre de 
fibres musculeires positives pour la dystrophins continue d augmenter dans le tibialis 
anterior injects mais des fibres se rfitmi ivp.nt erjalement dans d'autres muscles comme 
1c gastrocnemius (cf Figure 25). Ces resultats suggerent fortement que les cellules de 
la pnmo2 CA sont capables non seulement de regenerer le muscle au point dlnjection 
mais 6galem©nt de migrer pour reparer Ie6 mueclee environnante. Une augmentation 
du pourcentege dc noyaux periphenques d'origine humaine d I'inlgrteur des fibiea, et 
una diminution du pourcentage de noyaux centrales a nhsp.rv£e entre 10 et 50 
jours apr&s transplantation (de 73% & 86%, ct dc 27% 6 15% respectivement). 
indiquanl que les cellules irijectees partlclpent d la dlfferenciatlon terminate des 
myocytes 
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A rjwde d fa technique de FISH, les noyaux humalns sont touiuurs pifoeiite t 
colocolisee avec lee fibres dystrophine-positives. De plus, la localisation d'un certain 
nombre de noyaux Iminaiiis a la peripheric exteme des fibres positives suggerent la 
presence de cellMlas satellite* humaines et / ou ae cellules endotheiiales d'origlne 
humeine. 

En comparsison, la transplantation en grande quantity de myoblastes humains (4 
millions) dans des souris mdx non immunosupprimes se tradult par un rejet total apres 
un mois (Huard et al. Muscle and Nerve, 1994) et done absence de regeneration 
musculafre. 

Apres 80 jours de transplantation, ie nombre de fibres musculaires positives pour la 
dystfupliine continue a augmenter dans le muscle injecte, et des fibres se retrouvent 
toujours dans le gastrocnemius (ct Figure 26). 

Apres 6 mols de transplantation, plus de 80% des fibres exprtment de la dystrophine 
humaine, centre 50% a des temps de transplantation plus precoces (Figure 97) Fn 
outre, I'on constate egalement au sein de la fibre, une expression beaucoup plus 
reguiiere de la dystrophine. en comparaison a des temps plus precoces de 
transplantation ou I'expreseion de la dystrophine est trreguliere au coin de la memo 
fibre. De plus le muscle transplants presente une amelioration nette au niveau de la 
morphologie des fibres (morphologie des fibres plus reguiiere et absence de n6cms«, 
processus important dens les souris mdx de cet age). 

Cee observations indiquent que les cellules traneplantdee ne donne lieu a aucune 
reaction de relet cnez la souns tmmunocomDetente. Le carectere non-lmmunoqene 

des cellules transplantees a en effet ete demon tre a Paide d'une coloration a 
rh6metoxyline. Aucune reaction de rejet (absence d'infiltration pax les lymphocytes T 
CQ3+) n est observee apres 10 jours, (higure 29), 50 jours, 80 jours (resultats non 
illustres), ou apres 6 mois de transplantation de cellules de la Primo 2CA (voir Figure 
30). De in&me, I'aUsmiue d"u initiation lymphueylaire peul egalement etre constatee 10 
jours apres transplantation des cellules de fa primo 1CA et de la Primo 3CA, 
confirmont I'obscncc de reaction de rejet. La Figure 32 illustre les resultats obtenus 
avec les cellules de ia Primo 3CA. Les memes resultats ont ete obtenus avec les 
cellules de ia Primo 1CA. Le comportement immunopriviligie des cellules de la primo 
1CA et de la Primo 3CA est done identique a cetui observe chez la Primo 2CA. Ges 
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resultets ont 6galcmcnt ete confirmee en utilisant un anticorps anti CD-3, demontrant 
rabsence ainflltratlon tymphocytaire. 

En levanche, la transplantation de cellules stromoles-vasculaires humainee non 
purffiges. feniftfis a partir de tissu adipeux humaln Indult una reaction Immunltalre 
cytotoxiquc ct humorolc (rig. 20(c) ct 

En conclusion, apr&s six mois de transplantation, les cellules entratnnnt una natta 
amelioration du muscle transplants avec un fort pourcentage de fibres exprimant la 
dystrophins numaine et une absence ou processus de necrose qua Ton observe cans 
Icq souris mdx non traitees du memo age, et cela en absence d'immunoeuppresseur. 

L'origine humaine de la dystrophins exprimee dans les myofibres du muscle 
transplant* a ete demontree, par immunodetection comparative, ufiJisant d'une part un 
anticorps specffique pour la dystrophine humaine (dlriga conire rextremlie N-terminale 
dc la dystrophine humaine ; mouse anti-human lgG2a : NCL-DYS3 de Novocaetra,), et 
d'autre part un anticorps capable de reconnaltre a la fois la dystrophine humaine el la 
dystrophine murine (dirige centre PextremHe exterminate da la dystrophin* humaine et 
murine : mouse anti-human JgG1 : NCL-DYS2 de Novocastra,). 

Les resuttats de cette immunodetection comparative sont iliustres dans la Figure 28. 
La presence de myofibres exprimant de la dystrophine, et la localisation subcellular 
dans le tibialis anterior 10 jours apres transplantation est visible. I a simttarite antra las 
Figures 28(a) et (b) indique l'origine humaine de la dystrophine exprimee. La 
dystrophine humaine est localisee sous le sarcolemne. En revanche, la collagene III de 
souris est presente dans I'espace extracellulaire entre les myofibres (figures 28(c) a 

Les mccanismea impliquea dana la tolerance dee cellules CA de 1'invention, dans un 
contexte xenogenique, e'est a dire dans un organisme immunologiquemem tres 
different (souris mdx), restent encore a elucider. 

On peut toutafhis supposar qirtin car-fain nnmbre de cellules situees a la peripherie 
extern© dee fibres mueculairee jouo un role d6 dons ccttc tolerance. Cos ccllulca 
peuvent |ouer un role ^Immunosuppression locale en synthetisent des facteurs 
immunossupressifs comme par exemple des cytokines anti-inflammatoires type Th2 
comme IL10 et/ou en exprimant a leur surface des proteines conduisant a Pabsence de 
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reconnaissance par les lymphocytes ailorescttfs de HiOle (Jorgensen et al. Engineering 
mesenchymal stem cells for immunotherapy, Gene Therapy 10, 928-931 (2003)). 

Cos cellules peuvent egalement induire une tolerance g^nerallste en permettant une 
5 re-education du sysleme immunitaire de I'hdtc. Lo presence de cellules douches CA 

humaines dans ie thymus et la rate de ITiote renforce ce type d'hypothese (rendrich f 
et el, « Prcimplantotion-etage stem cells induce long-term allogeneic graft acceptance 
without supplemeniary host conditioning », NaL Med 8, 171-178 (2002). 



10 Ces resultats demontrent I'immunoprivflege des cellules humaines CA ri« I'tnventlon qui 

sont rapahles de regenerer le muscle sans Gtre rejelees. Ces cellules offrent einsf de 
nombreuscs perspectives de therapies celtuiaires en allotransplantation. Notemment. pour 
(es maladies penetiques comme les myopathies ou les autotransplentations on I'etat cont 
impossibles, I'utilisation ri« cellules similaires a la primo2CA constttuerait une uurtne 

1 5 alternative th£rapeutique. 
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RFVhNUiCATIQNS 



1 . Cellule souche humaine multipotcntc ct adulte, caractorisee en ce qu'elle pr6sent« : 
5 i) une sctMte telomferase significative. 

ii) un phenotype HLA Classe I n&gztif, 

HI) un caryotype i iui i nal, 

iv) une capadte a rentrer en qiriascence. 

v) une capecifce d'autorcnouvcllcment conserved pendant au moins 130 douhtamants de 
in population. 

2. Cellule suudte selon la revendication 1, caracterisdc on ce qu'elle a una capaclte 
d'autorenouveliement con.sarvee pendant au moms 20U doublements de population. 

15 3. Cellule souche selon 18 revendication 1 uu 2, uarecterisee en ce qu'elle est susceptible d'dtrc 
ieoiee a partir de tiesu adipeux humain. 

4. Cellule souche selon Kuna queiconque des revindications precedences, i^ryuleitews en ce 
qu'elle est capable de se drffercncicr cn cellule d'origine endodermique ou ectodennique ou 

20 mesodermique. 

5. Cellule souche salon fa revendlcation 4, carecteriaee en cc qu'elle est capable de se 
diffftTRnniftr an adipocyte, en osteoblaste. en myocyte, en chondrocyte ou en cellule 
endothelial 

25 

6. Cellule souche selon Tune queiconque des rRVRnriicatinns precedentes. caractensee en ce 
qu'elle piesonle une activity telomeres© correspondent a au moins 20 % do I'ootMtc telomeraee 
d'une lignee celMaire da reference. 

30 /. Cellule souche selon rune queiconque des revei idfcaliui is ui6c6dentes, caractensee en ce 
qu'elle exprime le facteur da transcription OcN*. ftt/nu Rax-1. 

8. Cellule souche selon I'une ouelconque oes revendications precedentes, caractertsee en ce 
qu'elle peut exprimer au moins un transgene. 



35 



Population ria calhiias comportant une plurality de cellules selon rune queiconque des 
revendtcotions 1, ou 61 a 64, caractensee en ce qu'elle est depourvue d'adipocytes, de 
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Fibioblasles, de pns&dipocytes, de cellules endotheliales, de pericytes, de mastocytes, de 
cellules de muscle liss . 

10. Population de cellules seion la revenaication 9 caractertsee en ce qu'eiie est cionaie. 

11. Population de cellules selon I'une quelconque des revendications 9 a 10, caract6ris€e en ce 
qu elle deviant quiescente apres environ 60 doublements de population. 



12. Population de cellules selon la revendlcatlon n, caracterisee en ce qu eue est capable de 
10 prolifarer en presence de facteurs de croissance tels que le facteur de croissance fibroblastique 

bascque (bFGF), le POOP. TEGF, le NOP, #e SCF. 

13* Precede d'obtcntion dc cellules souches humainea multipotentes, comprenant lea etapes 
sulvantes : 

1 5 - mise en culture de cellules provenant d'un prelevement de tissu hurnain, notamment de 

tissu adipeux humaln, 

- selection de deux sous-populations cellulaires. dites population «CA» et population 
« CS », la population CA presentant une vitesee d'adheelon inferieure & 12 hcurcs, ct la 
population <* CS » presentant une Vitesse d 'adhesion superteure 6 12 neures, 
20 - enrichissement de fa population « CA » jusqu'a Tobtention d'une population de cellules 

quiescentee, 

induction d'une proliferation des cellules souches de la population « CA ». 

14. PfUL-edg selon la revedication 13, comprenant les etapes sulvantes : 
25 a) digestion enzymatique d'un prelevement de tissu adipeux, 

b) recuperation d'une fraction cellulaire depourvue d'adipocytes, oontenant tous les types 
cellulaires presents dans la preparation ohtanua salon (a), a Pexception des adipocytes, 

c) culture in vhro pendant au moine 12 heurcs, dc la froction cellulaire obtenue aelon I'etape 
(b). 

30 d) selection das rienx sm is-populaHons cellulaires, c CA » et « CS », 

e) enrichissement de le population « CA » Jusqu'a I'obtention d'une population de cellules 

capables a entrer dans un etat de quiescence, 
0 $ventuellement, induction d'une proliferation des cellulea souches de la population 
* CA». 



15. Procede selon la revendication 13 ou 14, caracterise en ce que le prelevement de tissu adipeux 
provient d'un enfant sain agG de molns de 10 an$. 



r 
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16. Procede selon I'une quelconque des revendication* 13 a 15, carecteri 4 en ce que le 
prtlevement d tissu adipeux est un prelevement de tissu extramedullar, provenant par 
Ryemplf? de la rarjinn nmhilicala ait da la rarjinn pnhiannA nu rie la region inguinale ou de la 
region perineale ou de le region ebdominale, ou de la region soue-cutenee. 

5 

17. Procede selon (a revendication 13 ou 14, characterise en ce que le proliferation induite selon 
Petape (f) est une proliferation intensive induite per addition d'un facteur de croissance. 

18. Procede oclon fo rcvcndicotion 14, coractcrisc cn ce que le digestion enzymetique eelon Petape 
10 (a) s'effectue par mlse en contact du prelfcvemeni oe tissu adipeux avec une preparation de 

collagenase pendent une duree maximum de 10 minutes. 

19. Procede seJon Je revendjcatinn 14, caractarisa an ca qua la fraction cellulaira denourvue 
d'adipocytes eet obtcnuc par lo mice cn oouvrc d'unc ctape d'eliminetion des adipocytes, par 

1 5 exeu iple par centrtfugation. 

20. Precede selon la revendication 14, ceracteris6 en ce que la riauUun uellulaire mise en culture 
selon Tetape (c) ne suDit aucune etape de filtration avant d'etre mise en culture. 

20 21. Piuc6U6 selon la revendication 14, caractgrlsg en ce que I'etape de culture (c) s'effectue dans 
un miliau de culture additionne de serum tetal sans ajout d'autres facteurs de croissance. 

22. Proceae selon la revendication 14. caracterise en ce que, lorn rie I'atapa Ha culture (e). un 
tranefert cellulate est cffcctuc foreque lea cellules enivent a 00% de confluence, le transfert 

25 elan i effectue a une denslte d'ensemencement d'environ 1000 a 3500 cellules / cm* 

23. Precede selon la revendlca^on 10 ou 14, caracterise en ce que la population « CA» deviant 
qulescente apres environ 60 doubiements de population. 

30 24. Pfuuede selon la revendication 15, caracterise en oe que le facteur de croissance employe Ions 
de Tetape (fj est choiri parmi le bFGF, le PDGF, PEGF, le NGF, le SCF. 

25. Cellules soucnes susceptibles d'etre obtenues par la mise en oeuvra du prnnaria salon rune 
nuefconque dee revendications 13 a 24. 
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26. Cellules soucnes selon Vune quatonnqiia das revendications 1 a 12 ou 25, pour une utilisation 
en th6rapie. 



60 



27. Cellules souch & 6elon ta revendication 26 caracterisees en ce que la thftrapie enmporte la 
transplantation de ueJJules chez un ind/vidu, suivie de ia differendation des cellules ct la 
regeneration de tissu in vn/n. 

5 28. Cellules souches seion la revendication 26 caracteristes en w que la transplantation est 
allogenique. 

29. Utilisation d'une cellule selon rune queloonque des revendications 1 a 8 ou 2b. ou d'une 
population de cellules scion Tunc quclconque dee revendication© 0 a. 12, pour la fabrication dYin 

10 proouit tnerapeutlque pour la regeneration de tissu in v/vu. 

30. Utilisation selon la revendication 29, caract£ris£e en ce que le tissu est un tissu osseux, 

l 

I 31 . Utilisation selon la revendication 20, caractcri$6c cn cc quo Ic tissu est un tissu adipeux. 
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32. Utilisation selon la revendication 29, caracterisee en ce que le tissu est un muscle, ou un tissu 
endothelial. 



33. Precede pour la production de cellules diffcrenciccs du lignogc mcsodcrmiquc, caract6risc en 
20 ce Que Ton cuitlve oes cellules souches selon I'une quelconque des revendications 1 a 13 ou 25 

a partlr de le confluence, en presence d'un milieu de drfferenclation 



34. Precede selon la revendication 33. caracterise en oe que les cellules souches sont 
ensemencees a une densite d'environ 10 000 & 25 000 cellules / cm 2 . 

35. Precede selon la revendication 33 ou 34, caracterise en ce que le milieu de culture est un milieu 
permettant la diftgrenciation en adipocytes. 



36. Procede eelon la revendication 33 ou 34, caracterise en oe que le milieu de culture eet un milieu 
30 permettant la diffgrenclatton en ostgoblastes. 

37. Proc6d6 selon la revendication 33 ou 34, caracterise en ce que le milieu de culture est un milieu 
permettant la dm&renciaVon en myocytes, ou un milieu angiogenique. 



35 38. 



Proc6d£ de criblaye uermeMant d'idertUfier des agents susceptibles de moduler la 
ditterenciation de cellules en cellules du lignao* m^snrlRrmlque. caracteris6 par : 
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a) la mise en culture de cellules souches seluu Tune quelconque des revendicotions 1 a 13 
ou 26 dane dee conditions permettant leur rfrtraranciation en cellules du HHrufflt? 
mesodemiique, en presence d'un agent candidot, 

b) comparison de la ditterenciation des cellules en presence Oe regent candWat avec la 
5 differencietion en Pabscncc dc Pagent candidat . 

30. Precede selon la revendication 38 narantArise en ce que las conditions de culture permettent Id 
difTerenciatiuii en adipocytes. 

10 40. Precede scion la revendication 38 caracterise en ce qua las conditions ria culture permettent la 
dirrerenciatlon en osteoblastes. 

41. Precede selon la revendication 38 caracterise en ce que les conditions do culture permettent la 
ditterenciation en myocytes. 
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42. Precede selon la revendication 36 caraclense en i» que Pagent susceptible de modular la 
dtfferenriatinn fiR t una suhstance anO-diffefenciatrice. 



43. Krocece de cnblage pemnettant dldentmer des agents suscepUDIes de presenter une actlvltd 
20 lipolytique, caracterise par : 

a) Id mise en culture de cellules souches selon Tune quelconque des revendications 1 a 10 
nu ?5 dans des conditions parmattant laur differanciation an adipocytes, 

c) misc cn contact des adipocytes oinci obtcnus, ovee un agent candidot, 

d) evaluation de ractivite fipotytfque de ragent candidal. 

25 

44. Precede de crlblage permettent d'identffier des agents susceptibles de presenter une activfte 
antMipolytique, caractarisa par : 

a) (a mice en culture dc cellules souches scion rune quelconque des revendicotions 16 13 
ou 25 darns des conditions permettant leur dlfferenclatlon en adipocytes. 
30 b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, en presence d'un 

agent lipolytique, 

c) evaluation de ractivite antMipolytique da rag*nt candidal 

45. Precede de criblage pemiellanl d'ideiilifiei des agents suscepUDIes de presenter una actlvlte 
35 insulino-sanstihiliRantR, naranfftri.se par : 

a) la misc on culture de cellulea souches selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 
ou 25 dans oes conditions permettant leur differenciauon en adipocytes, 

b) mis© on contact doc adipocytes ainei obtenuc, avec un agent condidot, 
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c) Evaluation de ractivit* insulino-sensiblllsanle de I'uybnt candidal, 

46. Utilisation d«a cellules souches selon I'une quelconque des revendicotione 1 a 13 ou 25 dans la 
cosmetiquc. 

5 

47. Composition cosm«t*quft comprenani utte pluralite de vallules selon Vune quelconque des 
revendications 1 a 13 ou 25, en association aver, tin excipient. vehicuie, sotvanl, colorant, 
parfum, antibiotique ou autres addltlfs acceptable* dans les prodults cosmetiquee. 

10 48. Composition phaimaceutique comprenent unc pluralite de cellules selon l\in« quelconque des 
revendications 1 a 13 ou 25, en association evec un ewipient acceptable du point do vue 
physiologique. 

40. Cellule huroeine multipotente et adulte. dita cellule « CS ». caracterisee en ce que 
i) t?llbf a un phenotype 1 1 LA Clesse I ncgotif, 
il) elle a un oaryotype normal, 

in) elle preoentc unc capacfte d'autorenouvellement conserv*»« pendant environ 40 a 60 

douDlements de population, 
Iv) elle n'est pas capable de rentr«r en quiescence, 
v) sa Vitesse de proliferation n'cat poo offectee par le UP. 

50. Population ccliuloiro humaine multipotente! dite population « CS », compnrtant line pluralite de 
cellules selon la revendiuaUun 49. 

51. Cellule souche selon I'une quelconque des revendicotione 1 a 8 caracterisee on ce qu'elle 
presente le phenotype sulvam : 

HLA claeee I negative 
HLA classe Jl negative 
CD3 negative 
CD 13 positive 

52. Cellule eouche eelon I'une quelconque dee revendications 1 a 8 ou 51 caracterisee en ce 
qu'elle pjesenle un plienulype CD19 positive en presence de 10% de serum de veau foetal. 

35 53. Cellule souche humoinc multipotente ct odultc, caracterisee en ce qu'apres avoir atteint la 
quiescence, elle pieseiile, de fayvn slaWe, le phenolype suivant in vflro : 
HI A dasse I nfirjativfi, 
HLA classe II negative. 
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CD3 negative, 
CD13posiHvR, 
Lir-R negative, 
Oci-4 positive, 
Rex 1 positive, 
ABCG2 positive, 

et en ce qu'pite a »n caryotype normal, et una activity l^Jomerase significative. 



Cellule selon la revendiuaUun 53, caracterisee en ce qu'elle prCscntc in vivo un comportement 
immunopriviligie et une capacite & migrer a r*tat non difference. 
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Ce llules souches issues tie tissu adineuy et cellule riiffprenntefts issues de ces cellules 

ABREGE 

L'invention conccmc des cellules souches humaines multipotentes el adulter, caracterisdes 
en ue qu'elles presentent : 

f ) une activity tdlomorase significative, 
ii) un phonotype HUA Classe 1 f itjyatff, 
III) un caryorype normal. 

iv) un© capacitc d renter en quiescence, 

v) une capacity d'autorenouvellement conservfie pendant au moins 130 doublements de 
population. 



